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DESCRIPCION
Enzimas especificas de sitio y métodos de uso
Campo de la Invencion

La presente invencion se dirige, en parte, a proteinas de Ralstonia, acidos nucleicos que codifican las mismas y kits que
comprenden las mismas.

Antecedentes de la Invencion

Los factores de transcripcion con dominios de unién al ADN programables ofrecen un enfoque potencial para crear un
circuito bioldgico exdgeno en un sistema endogeno y crear proteinas de disefio que se unan a secuencias de ADN
predeterminadas o acidos nucleicos individuales. Recientemente se ha demostrado que las proteinas similares al
activador de la transcripcion (TAL) tienen dominios de union al ADN modulares y predecibles, lo que permite de esta
manera la creacién de novo de factores de transcripcion sintéticos que se unan a secuencias de ADN de interés y, si es
conveniente, permiten que un segundo dominio presente en la proteina o polipéptido realice una actividad relacionada
con el ADN. Las proteinas TAL se han derivado a partir del organismo Xanthomonas. Sin embargo, en la presente
descripcion se proporcionan proteinas o polipéptidos de Ralstonia que funcionan de manera similar a las proteinas TAL
derivadas a partir de Xanthomonas.

El documento WO 2011/146121 describe polipéptidos que comprenden dominios de union al ADN efectores-TAL. Jeffrey
C Miller y otros. Nature Biotechnology, 29:2, pp.143-148 (2010) describen una estrategia para generar nucleasas que
escinden secuencias genémicas Unicas en células vivas, basadas en proteinas efectoras similares al activador de la
transcripcion (TALE) a partir de Xanthomonas. El documento US 2012/270273 describe composiciones, kits y métodos
utiles en la construccion de polipéptidos efectores similares al activador de la transcripcion de disefio (dTALE).

La invencion se refiere a polipéptidos derivados a partir de secuencias de aminoacidos de Ralstonia o secuencias de
aminoacidos relacionadas con estas, acidos nucleicos que codifican las mismas y kits que comprenden las mismas.

Resumen de la invencién

La invencion se define por el conjunto de reivindicaciones adjuntas. Se basa en parte en el hecho de que los diresiduos
variables de repeticion (RVD) de efectores de Ralstonia corresponden a los nucledtidos en sus sitios objetivo de una
manera directa y lineal, un RVD a un nucleétido, con alguna degeneracion y sin dependencia aparente del contexto. Este
hallazgo representa un mecanismo para el reconocimiento de ADN-proteina que permite la prediccion de sitios objetivo
para nuevos efectores de Ralstonia especificos de objetivo. Como se describe en la presente descripcion, estas proteinas
pueden ser Utiles en investigacion y biotecnologia como parte de una proteina quimérica dirigida mas grande con
actividades accesorias relacionadas con acidos nucleicos tales como la actividad nucleasa. Por ejemplo, en algunas
modalidades, el polipéptido o pronucleasas que pueden facilitar la recombinaciéon homdloga en la modificacion genética
del genoma (por ejemplo, para afiadir o potenciar rasgos utiles para biocombustibles o productos biorenovables en plantas
o bacterias, o en genomas animales). Ademas, estas proteinas pueden ser Utiles como, por ejemplo, factores de
transcripcion, y especialmente para aplicaciones terapéuticas que requieren un nivel muy alto de especificidad, tales como
los productos terapéuticos contra patégenos (por ejemplo, virus) como ejemplos no limitantes.

La invencién proporciona un polipéptido que comprende al menos una secuencia de aminoacidos que tiene la secuencia
de LSTEQVVAIASX1XoGGKQALEAVKAQLLVLRAAPYE (SEQ ID NO:1); en donde, X1 y X2 comprenden diresiduos
variables repetidos (RVD), y en donde el RVD consiste en SlI, SN, SH, NP, NH, NT, NK, ND, HN, HY, HD, HH, RN, RS,
NG o GS; y un dominio efector de acido nucleico, en donde el dominio efector de acido nucleico comprende una nucleasa,
una nickasa, un activador de la transcripciéon, un represor transcripcional, una metiltransferasa, una desacetilasa o
cualquier fragmento funcional de estos.

En algunas modalidades, el polipéptido comprende, ademas, una segunda secuencia de aminoacidos que tiene la
secuencia de LSTEQVVAIASXiX2GGKQALEAVKAQLLVLRAAPYE (SEQ ID NO: 1), en donde X;X> comprende un
diresiduo variable de repeticion (RVD), en donde X es un aminoacido de origen natural o no natural y en donde X, es un
aminoacido de origen natural o no natural.

En otras modalidades, los polipéptidos comprenden, o no comprenden, la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:1,
SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO:
9, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 17,
SEQ ID NO: 18 ola SEQ ID NO: 19.

En algunas modalidades, el dominio efector de acido nucleico comprende una nucleasa. Por ejemplo, la nucleasa es una
endonucleasa. En una modalidad, la endonucleasa comprende una endonucleasa Fok |. En una modalidad alternativa, la
endonucleasa comprende una endonucleasa I-Sce .
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En otra modalidad, el dominio efector de acido nucleico comprende una nucleasa de dedos de zinc.
La presente invencion se refiere a secuencias de acido nucleico que codifican cualquier polipéptido de la invencion.

La presente invencion proporciona, ademas, vectores que comprenden cualquiera de las secuencias de acido nucleico
de la invencion. En algunas modalidades, el vector es un plasmido. En algunas modalidades, el vector es un retrovirus.
En algunas modalidades, el retrovirus comprende repeticiones terminales largas, una sefal de empaquetamiento psi, un
sitio de clonacién y una secuencia que codifica un marcador seleccionable.

La presente invencién proporciona, ademas, células que comprenden cualquiera de los acidos nucleicos o vectores de la
invencion. En algunas modalidades, la célula es un espermatozoide o un dvulo.

La presente invencion proporciona, ademas, kits que comprenden: un vector que comprende un acido nucleico que
codifica cualquiera de los polipéptidos de la invencion.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 representa una secuencia consenso de una proteina de union al ADN de Xanthamonas alineada mediante
BLAST a secuencias de metiltransferasa de cepas bacterianas. Basado en la alineacion de secuencia, se predice la
funcién de unién al ADN de las secuencias.

La Figura 2 representa un gel que demuestra la funcionalidad RTN.

Descripcion detallada
La invencion se define por el conjunto de reivindicaciones adjuntas.

El polipéptido o las proteinas descritos en la presente descripciéon comprenden al menos un primer dominio y un segundo
dominio, en donde el primer dominio comprende al menos una secuencia codificante para un elemento de reconocimiento
de acido nucleico y en donde el segundo dominio comprende al menos una secuencia codificante para un elemento
efector de acido nucleico. El polipéptido o las proteinas de la descripcion comprenden al menos un primer dominio, en
donde el primer dominio comprende al menos una secuencia codificante para un elemento de reconocimiento de acido
nucleico derivado de una secuencia de aminoacidos derivada a partir de Ralstonia o una variante de este. El término
"RTN" se refiere a un polipéptido o proteina que comprende al menos un primer dominio, en donde el primer dominio
comprende al menos una secuencia codificante para un elemento de reconocimiento de acido nucleico derivado de una
secuencia de aminoacidos derivada a partir de Ralstonia. En algunas modalidades, el término "RTN" se refiere a un
polipéptido o proteina que comprende al menos un primer dominio y un segundo dominio, en donde el primer dominio
comprende al menos una secuencia codificante para un elemento de reconocimiento de acido nucleico derivado de una
secuencia de aminoacidos derivada a partir de Ralstonia y el segundo dominio comprende un aminoacido que es una
proteina efectora. En algunas modalidades, el término "RTN" se refiere a un polipéptido o proteina que comprende al
menos un primer dominio y un segundo dominio, en donde el primer dominio comprende al menos una secuencia
codificante para un elemento de reconocimiento de acido nucleico derivado de una secuencia de aminoacidos derivada a
partir de Ralstonia y el segundo dominio comprende un aminoacido que es una nucleasa. La especificidad de union al
ADN del RTN depende del nimeroy el orden de los dominios de repeticion en el dominio de unién al ADN. Las repeticiones
generalmente se componen de aproximadamente 30 a aproximadamente 40 aminoacidos. En algunas modalidades, los
dominios de repeticion comprenden de aproximadamente 32 a aproximadamente 38 aminoacidos. En algunas
modalidades, la especificidad de uniéon a nucledtidos se determina por los aminoacidos 12 y 13 de cada dominio de
repeticion. En algunas modalidades, los dominios de repeticiéon comprenden de aproximadamente 33 a aproximadamente
37 aminoacidos. En algunas modalidades, los dominios de repeticion comprenden de aproximadamente 34 a
aproximadamente 35 aminoacidos. En algunas modalidades, los dominios de repeticion comprenden de
aproximadamente 33 a aproximadamente 36 aminoacidos. En algunas modalidades, los dominios de repeticion
comprenden de aproximadamente 33 a aproximadamente 35 aminoacidos. En algunas modalidades, los dominios de
repeticion consisten en 34 a 35 aminoacidos. En algunas modalidades, los dominios de repeticion consisten en 33 a 35
aminoacidos. En algunas modalidades, los dominios de repeticion consisten en 34 a 36 aminoacidos.

"Acido nucleico" u "oligonucledtido” o "polinucledétido”, como se usa en la presente, significa al menos dos nucledétidos
unidos entre si covalentemente. La representacion de una cadena sencilla define, ademas, la secuencia de la cadena
complementaria. Por lo tanto, un acido nucleico abarca, ademas, la cadena complementaria de una cadena sencilla
representada. Pueden usarse muchas variantes de un acido nucleico para el mismo propdsito que un acido nucleico dado.
Por lo tanto, un acido nucleico abarca, ademas, acidos nucleicos sustancialmente idénticos y sus complementos. Una
cadena sencilla proporciona una sonda que puede hibridarse con una secuencia objetivo en condiciones de hibridacion
rigurosas. Por lo tanto, un acido nucleico abarca, ademas, una sonda que hibrida en condiciones de hibridacion rigurosas.
Los acidos nucleicos pueden ser monocatenarios o bicatenarios, o pueden contener tanto porciones de secuencia
bicatenaria como monocatenaria. El acido nucleico puede ser ADN, tanto gendmico como ADNc, ARN o un hibrido, donde
el acido nucleico puede contener combinaciones de desoxirribo y ribonucleétidos, y combinaciones de bases, lo que
incluye uracilo, adenina, timina, citosina, guanina, inosina, xantina, hipoxantina, isocitosina e isoguanina. En algunas
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modalidades, se sintetiza, comprende modificaciones de aminoacidos no naturales. Los acidos nucleicos pueden
obtenerse por métodos de sintesis quimica o por métodos recombinantes.

"Unido operativamente”, como se usa en la presente, significa que la expresion de un gen esta bajo el control de un
promotor con el que se conecta espacialmente. Un promotor puede colocarse en direccion 5' (aguas arriba) o 3' (aguas
abajo) de un gen bajo su control. La distancia entre el promotor y un gen puede ser aproximadamente la misma que la
distancia entre ese promotor y el gen que controla en el gen a partir del que se deriva el promotor. Como se conoce en la
técnica, la variacion en esta distancia puede acomodarse sin pérdida de la funcién del promotor.

"Promotor”, como se usa en la presente, significa una molecula sintética o de origen natural que es capaz de conferir,
activar o potenciar la expresion de un acido nucleico en una célula. Un promotor puede comprender una o mas secuencias
reguladoras de la transcripcion especificas para potenciar aun mas la expresion y/o alterar la expresion espacial y/o la
expresion temporal de la misma. Un promotor puede comprender, ademas, elementos potenciadores o represores
distales, que pueden localizarse hasta varios miles de pares de bases del sitio de inicio de la transcripcién. Un promotor
puede derivarse de fuentes que incluyen virus, bacterias, hongos, plantas, insectos y animales. Un promotor puede regular
la expresion de un componente génico constitutivamente o diferencialmente con respecto a la célula, el tejido u 6rgano
en el que se produce la expresion o, con respecto a la etapa de desarrollo en la que se produce la expresién, o en
respuesta a estimulos externos tales como estrés fisioldgico, patégenos, iones metalicos, o agentes de induccion.
Ejemplos representativos de promotores incluyen el promotor bacteriéfago T7, el promotor bacteriéfago T3, el promotor
SP6, el promotor operador lac, el promotor tac, el promotor tardio SV40, el promotor temprano SV40, el promotor RSV-
LTR, el promotor IE de CMV, el promotor temprano SV40 o el promotor tardio SV40 y el promotor IE de CMV,

"Sustancialmente complementaria”, como se usa en la presente, significa que una primera secuencia es al menos 60 %,
65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 97 %, 98 % o 99 % idéntica al complemento de una segunda secuencia a lo
largo de una region de 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70,
75, 80, 85, 90, 95, 100, 180, 270, 360, 450, 540 o mas nucledtidos o aminoacidos, o que las dos secuencias hibridan en
condiciones de hibridacion rigurosas.

"Sustancialmente idéntica", como se usa en la presente, significa que una primera y una segunda secuencia son al menos
60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 97 %, 98 % o0 99 % idénticas a lo largo de una region de 8, 9, 10, 11,
12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 100, 180, 270,
360, 450, 540 o mas nucledtidos o aminoacidos, o con respecto a los acidos nucleicos, si la primera secuencia es
sustancialmente complementaria al complemento de la segunda secuencia.

"Variante", usado en la presente descripcion con respecto a un acido nucleico significa (i) una porcion o fragmento de una
secuencia de nucledtidos referenciada; (ii) el complemento de una secuencia de nucleétidos referenciada o una porcion
de esta; (iii) un acido nucleico que es sustancialmente idéntico a un acido nucleico referenciado o al complemento de este;
o (iv) un acido nucleico que hibrida en condiciones rigurosas con el acido nucleico referenciado, el complemento de este,
0 una secuencia sustancialmente idéntica al mismo.

Como se usa en la presente, "variante", con respecto a un péptido o polipéptido que difiere en la secuencia de aminoacidos
mediante la insercidn, delecidn o sustitucion conservadora de aminoacidos, pero retiene al menos una actividad biolégica.
Variante puede significar, ademas, una proteina con una secuencia de aminoacidos que es sustancialmente idéntica a
una proteina referenciada con una secuencia de aminoacidos que retiene al menos una actividad bioldgica. Una
sustitucién conservadora de un aminoacido, es decir, reemplazar un aminoacido con un aminoacido diferente de
propiedades similares (por ejemplo, hidrofilicidad, grado y distribucion de regiones cargadas) se reconoce en la técnica
como que implica tipicamente un cambio menor. Estos cambios menores pueden identificarse, en parte, al considerar el
indice hidropatico de los aminoacidos, como se entiende en la técnica. Kyte y otros, J. Mol. Biol. 157: 105-132 (1982). El
indice hidropatico de un aminoacido se basa en una consideracion de su hidrofobicidad y su carga. Se conoce en la
técnica que los aminoacidos de indices hidropaticos similares pueden sustituirse y aun retener la funcion de la proteina.
En un aspecto, los aminoacidos que tienen indices hidropaticos de = 2 tienen sustituciones. La hidrofilicidad de los
aminoacidos puede usarse, ademas, para revelar sustituciones que resultarian en proteinas que retengan la funcion
bioldgica. Una consideracion de la hidrofilicidad de los aminoacidos en el contexto de un péptido permite el calculo de la
mayor hidrofilicidad promedio local de ese péptido, una medida util que se ha informado que se correlaciona bien con la
antigenicidad y la inmunogenicidad. Patente de Estados Unidos num. 4,554,101.

La sustitucion de aminoacidos que tienen valores de hidrofilicidad similares puede resultar en que los péptidos retengan
la actividad bioldgica, por ejemplo, la inmunogenicidad, como se entiende en la técnica. Las sustituciones pueden
realizarse con aminoacidos que tienen valores de hidrofilicidad dentro de + 2 entre si. Tanto el indice de hidrofobicidad
como el valor de hidrofilicidad de los aminoacidos se influencian por la cadena lateral particular de ese aminoacido.
Coherentemente con esa observacion, las sustituciones de aminoacidos que son compatibles con la funcién biolégica se
entiende que dependen de la similitud relativa de los aminoacidos, y particularmente de las cadenas laterales de esos
aminoacidos, como lo revela la hidrofobicidad, hidrofilicidad, carga, tamafo y otras propiedades.

"Vector", como se usa en la presente, significa una secuencia de acido nucleico que contiene un origen de replicacion. Un
vector puede ser un vector viral, bacteriéfago, cromosoma artificial bacteriano o cromosoma artificial de levadura. Un
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vector puede ser un vector de ADN o ARN. Un vector puede ser un vector extracromosémico autorreplicante v,
preferentemente, es un plasmido de ADN.

La descripcion proporciona polipéptidos, proteinas y secuencias de acidos nucleicos que codifican cualquiera de los
polipéptidos o proteinas de la descripcion. En algunas modalidades, la proteina comprende al menos un 75 % de identidad
de secuencia con la SEQ ID NO:1. En algunas modalidades, la proteina comprende al menos un 75 % de identidad de
secuencia con la SEQ ID NO:1 y comprende un dominio de unién a acido nucleico en los aminoacidos 12° y 13° de la
SEQ ID NO:1. En algunas modalidades, las proteinas o polipéptidos comprenden al menos una secuencia de RVD
seleccionada entre las siguientes: SI, SN, SH, NP, NH, NT, NK, NN, ND, HN, HY, HD, HH, RN, RS y GS. En algunas
modalidades, las proteinas o polipéptidos comprenden al menos una o una pluralidad de secuencias de RVD en cualquier
combinacion seleccionada entre las siguientes: SI, SN, SH, NP, NH, NT, NK, NN, ND, HN, HY, HD, HH, RN, RS, NG y
GS; en donde SI, SN, SH, NP y NH se unen a cualquier base de acido nucleico; en donde NT, NK'y NN se unen a adenina;
en donde ND, HN, HY, HD y HH se unen a adenina y/o guanina; en donde NG se une a timina; en donde RN, RS y GS
se unen a guanina. En algunas modalidades, las proteinas o polipéptidos comprenden al menos una o una pluralidad de
secuencias de RVD en cualquier combinacion seleccionada entre las siguientes: Sl, SN, SH, NP, NH, NT, NK, NN, ND,
HN, HY, HD, HH, RN, RS, NG y GS; en donde SI, SN, SH, NP y NH se unen a cualquier base de acido nucleico; en donde
NK se une a guanina y NN se une a adenina o guanina; en donde ND, HN, HY, HD y HH se unen a citosina; en donde
NG se une a timina; en donde RN, RS y GS se unen a guanina. En algunas modalidades, las proteinas o polipéptidos
comprenden al menos una o una pluralidad de secuencias de RVD en cualquier combinacién seleccionada entre las
siguientes: SI, SN, SH, NP, NH, NT, NK, NN, ND, HN, HY, HD, HH, RN, RS, NG y GS; en donde SI se une a adenina; SN
se une a guanina y/o adenina, SH, NP y NH se unen a cualquier base de acido nucleico; en donde NK se une a guanina;
y NN se une a adenina y/o guanina; en donde ND se une a citosina, HN se une a guanina, HY, HD y HH se une a citosina;
en donde NG se une a timina; en donde RN se une a guanina y/o adenina; en donde RS y GS se unen a guanina. En
algunas modalidades, las proteinas o polipéptidos comprenden al menos una o una pluralidad de secuencias de RVD en
cualquier combinacion en donde al menos una de las secuencias de RVD es NP, ND o HN; y en donde NP se une a
citosina, adenina y guanina; en donde ND se une a citosina; y en donde HN se une a adenina y/o guanina.

En algunas modalidades de la descripcion, la proteina comprende al menos el 75 % de identidad de secuencia con la
SEQ ID NO:1, y comprende una sustitucion conservadora de aminoacidos en al menos una de las siguientes posiciones
de aminoacidos en la SEQ ID NO:1: posicion 12 y posicion 13. En algunas modalidades, la proteina comprende al menos
un 80 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO:1, y comprende una sustitucion conservadora de aminoacidos en
al menos una de las siguientes posiciones de aminoacidos en la SEQ ID NO:1: posicién 12 y posicion 13. En algunas
modalidades, la proteina comprende al menos un 85 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO:1, y comprende una
sustitucion conservadora de aminoacidos en al menos una de las siguientes posiciones de aminoacidos en la SEQ ID
NO:1: posicion 12 y posicion 13. En algunas modalidades, la proteina comprende al menos 90 % de identidad de
secuencia con la SEQ ID NO:1, y comprende una sustitucion conservadora de aminoacidos en al menos una de las
siguientes posiciones de aminoacidos en la SEQ ID NO:1: posicion 12y posicién 13. En algunas modalidades, la proteina
comprende al menos un 91 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO:1, y comprende una sustitucion conservadora
de aminoacidos en al menos una de las siguientes posiciones de aminoacidos en la SEQ ID NO:1: posicién 12 y posicion
13. En algunas modalidades, la proteina comprende al menos un 92 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO:1, y
comprende una sustitucion conservadora de aminoacidos en al menos una de las siguientes posiciones de aminoacidos
en la SEQ ID NO:1: posicion 12 y posicion 13. En algunas modalidades, la proteina comprende al menos un 93 % de
identidad de secuencia con la SEQ ID NO:1, y comprende una sustitucion conservadora de aminoacidos en al menos una
de las siguientes posiciones de aminoacidos en la SEQ ID NO:1: posicion 12 y posicion 13. En algunas modalidades, la
proteina comprende al menos un 94 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO:1, y comprende una sustitucion
conservadora de aminoacidos en al menos una de las siguientes posiciones de aminoacidos en la SEQ ID NO:1: posicion
12 y posicion 13. En algunas modalidades, la proteina comprende al menos un 95 % de identidad de secuencia con la
SEQ ID NO:1, y comprende una sustitucion conservadora de aminoacidos en al menos una de las siguientes posiciones
de aminoacidos en la SEQ ID NO:1: posicion 12 y posicion 13. En algunas modalidades, la proteina comprende al menos
un 96 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO:1, y comprende una sustitucion conservadora de aminoacidos en
al menos una de las siguientes posiciones de aminoacidos en la SEQ ID NO:1: posicién 12 y posicion 13. En algunas
modalidades, la proteina comprende al menos un 97 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO:1, y comprende una
sustitucion conservadora de aminoacidos en al menos una de las siguientes posiciones de aminoacidos en la SEQ 1D
NO:1: posicion 12 y posicion 13. En algunas modalidades, la proteina comprende al menos un 98 % de identidad de
secuencia con la SEQ ID NO:1, y comprende una sustitucion conservadora de aminoacidos en al menos una de las
siguientes posiciones de aminoacidos en la SEQ ID NO:1: posicion 12y posicién 13. En algunas modalidades, la proteina
comprende al menos un 99 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO:1, y comprende una sustitucion conservadora
de aminoacidos en al menos una de las siguientes posiciones de aminoacidos en la SEQ ID NO:1: posicién 12 y posicion
13.

En algunas modalidades, la proteina comprende al menos un 75 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO:1.
En algunas modalidades, la proteina (como acido nucleico, como acido nucleico en un vector, o como proteina
recombinante purificada) comprende al menos un 80 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO:2, y comprende al

menos una de las sustituciones de aminoacidos mencionadas anteriormente en la SEQ ID NO:2. En algunas modalidades,
la proteina (como acido nucleico, como acido nucleico en un vector, o como proteina recombinante purificada) comprende
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al menos un 85 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO:2, y comprende al menos una de las sustituciones de
aminoacidos mencionadas anteriormente en la SEQ ID NO:2. En algunas modalidades, la proteina (como acido nucleico,
como acido nucleico en un vector, o como proteina recombinante purificada) comprende al menos un 90 % de identidad
de secuencia con la SEQ ID NO:2, y comprende al menos una de las sustituciones de aminoacidos mencionadas
anteriormente en la SEQ ID NO:2. En algunas modalidades, la proteina (como acido nucleico, como acido nucleico en un
vector, o como proteina recombinante purificada) comprende al menos un 95 % de identidad de secuencia con la SEQ ID
NO:2, y comprende al menos una de las sustituciones de aminoacidos mencionadas anteriormente en la SEQ ID NO:2.
En algunas modalidades, la proteina (como acido nucleico, como acido nucleico en un vector, o como proteina
recombinante purificada) comprende al menos un 99 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO:2, y comprende al
menos una de las sustituciones de aminoacidos mencionadas anteriormente en la SEQ ID NO:2.

En algunas modalidades, la proteina (codificada por un acido nucleico o como acido nucleico en un vector, o como proteina
recombinante purificada) comprende al menos un 80 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO:3, y comprende al
menos una de las sustituciones de aminoacidos mencionadas anteriormente en la SEQ ID NO:3. En algunas modalidades,
la proteina (codificada por un acido nucleico o como acido nucleico en un vector, o como proteina recombinante purificada)
comprende al menos un 85 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO:3, y comprende al menos una de las
sustituciones de aminoacidos mencionadas anteriormente en la SEQ ID NO:3. En algunas modalidades, la proteina
(codificada por un acido nucleico o como acido nucleico en un vector, 0 como proteina recombinante purificada)
comprende al menos un 90 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO:3, y comprende al menos una de las
sustituciones de aminoacidos mencionadas anteriormente en la SEQ ID NO:3. En algunas modalidades, la proteina
(codificada por un acido nucleico o como acido nucleico en un vector, o como proteina recombinante purificada)
comprende al menos un 95 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO:3, y comprende al menos una de las
sustituciones de aminoacidos mencionadas anteriormente en la SEQ ID NO:3. En algunas modalidades, la proteina
(codificada por un acido nucleico o como acido nucleico en un vector, 0 como proteina recombinante purificada)
comprende al menos un 99 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO:3, y comprende al menos una de las
sustituciones de aminoacidos mencionadas anteriormente en la SEQ ID NO:3.

En algunas modalidades, la proteina (codificada por un acido nucleico o como acido nucleico en un vector, o como proteina
recombinante purificada) comprende al menos un 75 % de identidad de secuencia con cualquiera de las SEQ ID NO:4,
SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:6, SEQ ID NO:7, SEQ ID NO:8, SEQ ID NO:9, SEQ ID NO:10, SEQ ID NO:11, SEQ ID NO:12,
SEQ ID NO:13, SEQ ID NO:14, SEQ ID NO:15, SEQ ID NO:16, SEQ ID NO:17, SEQ ID NO:18, SEQ ID NO:19, y
comprende mas de una de las sustituciones de aminoacidos mencionadas anteriormente en la SEQ ID NO:4, SEQ ID
NO:5, SEQ ID NO:6, SEQ ID NO:7, SEQ ID NO:8, SEQ ID NO:9, SEQ ID NO:10, SEQ ID NO:11, SEQ ID NO:12, SEQ ID
NO:13, SEQ ID NO:14, SEQ ID NO:15, SEQ ID NO:16, SEQ ID NO:17, SEQ ID NO:18, SEQ ID NO:19. En algunas
modalidades, la proteina (codificada por un acido nucleico o como acido nucleico en un vector, o como proteina
recombinante purificada) comprende al menos un 80 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:5,
SEQ ID NO:6, SEQ ID NO:7, SEQ ID NO:8, SEQ ID NO:9, SEQ ID NO:10, SEQ ID NO:11, SEQ ID NO:12, SEQ ID NO:13,
SEQ ID NO:14, SEQ ID NO:15, SEQ ID NO:16, SEQ ID NO:17, SEQ ID NO:18, SEQ ID NO:19, y comprende mas de una
de las sustituciones de aminoacidos mencionadas anteriormente en SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:6, SEQ ID
NO:7, SEQ ID NO:8, SEQ ID NO:9, SEQ ID NO:10, SEQ ID NO:11, SEQ ID NO:12, SEQ ID NO:13, SEQ ID NO:14, SEQ
ID NO:15, SEQ ID NO:16, SEQ ID NO:17, SEQ ID NO:18, SEQ ID NO:19. En algunas modalidades, la proteina (como
acido nucleico, como acido nucleico en un vector, o como proteina recombinante purificada) comprende al menos un 85
% de identidad de secuencia con la SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:6, SEQ ID NO:7, SEQ ID NO:8, SEQ ID
NO:9, SEQ ID NO:10, SEQ ID NO:11, SEQ ID NO:12, SEQ ID NO:13, SEQ ID NO:14, SEQ ID NO:15, SEQ ID NO:16,
SEQ ID NO:17, SEQ ID NO:18, SEQ ID NO:19, y comprende mas de una de las sustituciones de aminoacidos
mencionadas anteriormente en uno o mas de las: SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:6, SEQ ID NO:7, SEQ ID
NO:8, SEQ ID NO:9, SEQ ID NO:10, SEQ ID NO:11, SEQ ID NO:12, SEQ ID NO:13, SEQ ID NO:14, SEQ ID NO:15, SEQ
ID NO:16, SEQ ID NO:17, SEQ ID NO:18, SEQ ID NO:19. En algunas modalidades, la proteina (como acido nucleico,
como acido nucleico en un vector, o como proteina recombinante purificada) comprende al menos un 90 % de identidad
de secuencia con una o mas de, SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:6, SEQ ID NO:7, SEQ ID NO:8, SEQ ID NO:9,
SEQ ID NO:10, SEQ ID NO:11, SEQ ID NO:12, SEQ ID NO:13, SEQ ID NO:14, SEQ ID NO:15, SEQ ID NO:16, SEQ ID
NO:17, SEQ ID NO:18, SEQ ID NO:19, y comprende mas de una de las sustituciones de aminoacidos mencionadas
anteriormente en una cualquiera o mas de, SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:6, SEQ ID NO:7, SEQ ID NO:8, SEQ
ID NO:9, SEQ ID NO:10, SEQ ID NO:11, SEQ ID NO:12, SEQ ID NO:13, SEQ ID NO:14, SEQ ID NO:15, SEQ ID NO:16,
SEQ ID NO:17, SEQ ID NO:18, SEQ ID NO:19. En algunas modalidades, la proteina (como acido nucleico, como acido
nucleico en un vector, o como proteina recombinante purificada) comprende al menos un 95 % de identidad de secuencia
con la SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:6, SEQ ID NO:7, SEQ ID NO:8, SEQ ID NO:9, SEQ ID NO:10, SEQ ID
NO:11, SEQ ID NO:12, SEQ ID NO:13, SEQ ID NO:14, SEQ ID NO:15, SEQ ID NO:16, SEQ ID NO:17, SEQ ID NO:18,
SEQ ID NO:19, y comprende mas de una de las sustituciones de aminoacidos mencionadas anteriormente en una
cualquiera o mas de SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:6, SEQ ID NO:7, SEQ ID NO:8, SEQ ID NO:9, SEQ ID
NO:10, SEQ ID NO:11, SEQ ID NO:12, SEQ ID NO:13, SEQ ID NO:14, SEQ ID NO:15, SEQ ID NO:16, SEQ ID NO:17,
SEQ ID NO:18, SEQ ID NO:19. En algunas modalidades, la proteina (como acido nucleico, como acido nucleico en un
vector, o como proteina recombinante purificada) comprende al menos un 99 % de identidad de secuencia con una o mas
de la SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:6, SEQ ID NO:7, SEQ ID NO:8, SEQ ID NO:9, SEQ ID NO:10, SEQ ID
NO:11, SEQ ID NO:12, SEQ ID NO:13, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO:15, SEQ ID NO:16, SEQ ID NO:17, SEQ ID NO:18,
SEQ ID NO:19, y comprende mas de una de las sustituciones de aminoacidos mencionadas anteriormente en una
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cualquiera o mas de la SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:6, SEQ ID NO:7, SEQ ID NO:8, SEQ ID NO:9, SEQ ID
NO:10, SEQ ID NO:11, SEQ ID NO:12, SEQ ID NO:13, SEQ ID NO:14, SEQ ID NO:15, SEQ ID NO:16, SEQ ID NO:17,
SEQ ID NO:18, SEQ ID NO:19.

Como se usa en la presente, la "identidad de secuencia” se determina mediante el uso del programa de busqueda BLAST
ejecutable independiente para el alineamiento de dos secuencias (b12seq), que puede recuperarse del sitio ftp del
National Center for Biotechnology Information (NCBI), mediante el uso de los parametros predeterminados (Tatusova y
Madden, FEMS Microbiol Lett., 1999, 174, 247-250). "Idéntico" o "identidad", como se usa en la presente en el contexto
de dos o mas acidos nucleicos o secuencias de polipéptidos, significa que las secuencias tienen un porcentaje
especificado de residuos que son iguales a lo largo de una region especificada. El porcentaje puede calcularse al alinear
de manera 6ptima las dos secuencias, comparar las dos secuencias a lo largo de la region especificada, determinar el
numero de posiciones en las que se presente un residuo idéntico en ambas secuencias para dar el nimero de posiciones
coincidentes, dividir el numero de posiciones coincidentes por el nimero total de posiciones en la region especificada, y
multiplicar los resultados por 100 para obtener el porcentaje de identidad de secuencia. En los casos en que las dos
secuencias son de diferentes longitudes o el alineamiento produce uno o mas extremos escalonados y la region de
comparacion especificada incluye solo una secuencia, los residuos de secuencia Unica se incluyen en el denominador
pero no en el numerador del calculo. Cuando se comparan ADN y ARN, la timina (T) y el uracilo (U) pueden considerarse
equivalentes. La identidad puede realizarse manualmente o mediante el uso de un algoritmo de secuencia de computadora
tal como BLAST o BLAST 2.0.

Como se usa en la presente, las sustituciones de aminoacidos "conservadoras" pueden definirse como se expone en las
Tablas A, B o C mas abajo. En algunas modalidades, los polipéptidos de fusion y/o los acidos nucleicos que codifican
dichos polipéptidos de fusidn incluyen sustituciones conservadoras que se han introducido mediante la modificacion de
los polinucledtidos que codifican dichos polipéptidos. Los aminoacidos pueden clasificarse de acuerdo con las
propiedades fisicas y la contribucion a la estructura proteica secundaria y terciaria. Una sustitucion conservadora se
reconoce en la técnica como una sustitucion de un aminoacido por otro aminoacido que tiene propiedades similares.
Sustituciones conservadoras ilustrativas se exponen en la Tabla A.

Tabla A -- Sustituciones conservadoras |

Caracteristicas de la cadena lateral Aminoacido
Alifatica

No polar GAPILVF
Polar - sin carga CSTMNQ
Polar - cargada DEKR
Aromatica HFWY
Ofra NQDE

Alternativamente, los aminoacidos conservadores pueden agruparse como se describe en Lehninger,
(Biochemistry, Segunda Edicion; Worth Publishers, Inc. NY, NY (1975), pp. 71-77) como se expone en la Tabla B.

Tabla B -- Sustituciones conservadoras ||
Caracteristica de la cadena lateral Aminoacido

No polar (hidrofobo)

Alifatico: ALIVP.
Aromaético: FWY
Que contiene azufre: M
Indeterminado: GY

Polar-sin carga

Hidroxilo: STY
Amidas: NQ
Sulfhidrilo: C
Indeterminado: GY
Cargado positivamente (basico): KRH
Cargado negativamente (acido): DE
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Alternativamente, sustituciones conservadoras ilustrativas se exponen en la Tabla C.

Tabla C -- Sustituciones conservadoras Il

Residuo original Sustitucion ilustrativa
Ala (A) Val Leu lle Met
Arg (R) Lys His

Asn (N) GIn

Asp (D) Glu

Cys (C) Ser Thr

Gin (Q) Asn

Glu (E) Asp

Gly (G) Ala Val Leu Pro
His (H) Lys Arg

lle (1) Leu Val Met Ala Phe
Leu (L) lle Val Met Ala Phe
Lys (K) Arg His

Met (M) Leu lle Val Ala

Phe (F) Trp Tyr lle

Pro (P) Gly Ala Val Leu lle
Ser (S) Thr

Thr (T) Ser

Trp (W) Tyr Phe lle

Tyr (Y) Trp Phe Thr Ser
Val (V) lle Leu Met Ala

Debe entenderse que los polipéptidos descritos en la presente descripcion pretenden incluir polipéptidos que portan una
0 mas inserciones, deleciones o sustituciones, o cualquiera de sus combinaciones, de residuos de aminoacidos, asi como
también modificaciones distintas a las inserciones, deleciones o sustituciones de residuos de aminoacidos. En algunas
modalidades, los polipéptidos o acidos nucleicos descritos en la presente descripcion contienen una o mas sustituciones
conservadoras. En algunas modalidades, los polipéptidos o acidos nucleicos descritos en la presente descripcion
contienen mas de una sustitucién conservadora.

Como se usa en la presente, "mas de una" de las sustituciones de aminoacidos mencionadas anteriormente significa 2,
3,4,5/6,7,8,9, 10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 0 20 o mas de las sustituciones de aminoacidos mencionadas. En
algunas modalidades, "mas de una" significa 2, 3, 4 o 5 de las sustituciones de aminoacidos mencionadas. En algunas
modalidades, "mas de una" significa 2, 3 o 4 de las sustituciones de aminoacidos mencionadas. En algunas modalidades,
"mas de una" significa 2 o 3 de las sustituciones de aminoacidos mencionadas. En algunas modalidades, "mas de una"
significa 2 de las sustituciones de aminoacidos mencionadas.

Como se usa en la presente, "enddgena” se refiere a una secuencia de acido nucleico o proteina asociada naturalmente
con un gen objetivo o una célula huésped en la que se introduce.

Como se usa en la presente, "exdgena" se refiere a una secuencia de acido nucleico o proteina no asociada naturalmente
con un gen objetivo o una célula huésped en la que se introduce, lo que incluye mdltiples copias de origen no natural de
un acido nucleico de origen natural, por ejemplo, secuencia de ADN, o secuencia de acido nucleico de origen natural
ubicada en una ubicacion del genoma de origen no natural.

Como se usa en la presente, "planta modificada genéticamente (o planta transgénica)" se refiere a una planta que
comprende dentro de su genoma un polinucleétido exégeno. Generalmente, y preferentemente, el polinucleétido exégeno
se integra de manera estable dentro del genoma de manera que el polinucleétido se transmite a las generaciones
sucesivas. El polinucledtido exégeno puede integrarse en el genoma solo o como parte de un casete de expresion
recombinante. "Transgénico" se usa en la presente descripcion para incluir cualquier célula, linea celular, callo, tejido,
parte de planta o planta, cuyo genotipo se ha alterado por la presencia de acido nucleico exégeno, lo que incluye aquellas
transgénicas inicialmente ya alteradas, asi como también las creadas por cruces sexuales o propagacion asexual a partir
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del transgénico inicial. El término "transgénico”, como se usa en la presente, no abarca la alteracion del genoma
(cromosdmica o extracromosomica) por métodos convencionales de fitomejoramiento o por eventos de origen natural
tales como fertilizacién cruzada aleatoria, infeccion viral no recombinante, transformacion bacteriana no recombinante,
transposicién no recombinante o mutacién espontanea.

El término "modificar", como se usa en la presente, pretende significar que la secuencia se considera modificada
simplemente por la unién del polipéptido. No se pretende sugerir que se cambidé la secuencia de nucleétidos, aunque
dichos cambios (y otros) podrian producirse después de la union del polipéptido al acido nucleico de interés. En algunas
modalidades, la secuencia de acido nucleico es ADN. La modificacién del acido nucleico de interés (en el sentido de la
union al mismo por un polipéptido modificado para contener unidades de repeticion modulares) podria detectarse en
cualquiera de una serie de métodos (por ejemplo, ensayos de cambio de movilidad en gel, uso de polipéptidos marcados-
-los marcadores podrian incluir marcadores radiactivos, fluorescentes, enzimas o biotina/estreptavidina). La modificacion
de la secuencia de acido nucleico de interés (y la deteccion de esta) puede ser todo lo que se requiere (por ejemplo, en
el diagndstico de la enfermedad). Sin embargo, convenientemente, se realiza un procesamiento adicional de la muestra.
Convenientemente, el polipéptido (y las secuencias de acidos nucleicos especificamente unidas al mismo) se separa del
resto de la muestra. Ventajosamente, el complejo polipéptido-ADN se une a un soporte en fase soélida, para facilitar dicha
separacion. Por ejemplo, el polipéptido puede presentarse en una matriz de gel de acrilamida o agarosa o, con mayor
preferencia, se inmoviliza en la superficie de una membrana o en los pocillos de una placa de microtitulacion.

En algunas modalidades, las proteinas de fusion descritas en la presente descripcion comprenden al menos dos dominios,
en donde el primer dominio es un elemento de union al ADN de Ralstonia y el segundo dominio es una metilasa.

Las secuencias de ADN descritas en la presente descripcion pueden proporcionarse en casetes de expresion para la
expresion en cualquier célula y/u organismo procariota o eucariota de interés lo que incluye, pero no se limita a, bacterias,
hongos, algas, plantas y animales. El casete incluira secuencias reguladoras 5'y 3' unidas operativamente a la secuencia
de ADN. "Unido operativamente" pretende significar una union funcional entre dos o mas elementos. Por ejemplo, una
union operativa entre un polinucledtido o gen de interés y una secuencia reguladora (es decir, un promotor) es un enlace
funcional que permite la expresion del polinucleétido de interés. Los elementos unidos operativamente pueden ser
contiguos o no contiguos. Cuando se usa para referirse a la union de dos regiones de codificacion de proteinas, por unidas
operativamente se pretende que las regiones de codificacion estan en el mismo marco de lectura. El casete puede
contener adicionalmente al menos un gen adicional a cotransformarse en el organismo. Alternativamente, el(los) gen(es)
adicional(es) puede(n) proporcionarse en casetes de expresion multiple. Dicho casete de expresidon se proporciona con
una pluralidad de sitios de restriccion y/o sitios de recombinacion para que la insercion de la secuencia de ADN esté bajo
la regulacion transcripcional de las regiones reguladoras. El casete de expresion puede contener adicionalmente genes
marcadores seleccionables.

El casete de expresion incluira en la direccion de transcripcion 5'-3', una region de inicio de transcripcion y traduccion (es
decir, un promotor), una secuencia de ADN y una region de terminacioén de transcripcion y traduccion (es decir, region de
terminacion) funcional en plantas u otro organismo o célula huésped no humana. Las regiones reguladoras (es decir, los
promotores, las regiones reguladoras de la transcripcion y las regiones de terminacion de la traduccion) y/o la secuencia
de ADN pueden ser nativas/analogas con respecto a la célula huésped o entre si. Alternativamente, las regiones
reguladoras y/o la secuencia de ADN pueden ser heterologas con respecto a la célula huésped o entre si. Como se usa
en la presente, "heteréloga" en referencia a una secuencia es una secuencia que se origina a partir de una especie
extrafia, o, si es de la misma especie, se modifica sustancialmente de su forma nativa en composicién y/o locus genémico
mediante intervencion humana deliberada. Por ejemplo, un promotor unido operativamente a un polinucleétido heterélogo
es de una especie diferente de la especie de la que se deriva el polinucledtido, o, si es de la misma especie/analoga, uno
o ambos se modifican sustancialmente de su forma original y/o locus genémico, o el promotor no es el promotor nativo
para el polinucleétido unido operativamente. Como se usa en la presente, un gen quimérico comprende una secuencia
codificante unida operativamente a una region de inicio de la transcripcion que es heteréloga con respecto a la secuencia
codificante.

La region de terminacion puede ser nativa con la region de inicio de la transcripcion, puede ser nativa con la secuencia
de ADN unida operativamente de interés, puede ser nativa con el huésped, o puede derivarse de otra fuente (es decir,
extrafia o heterdloga) con respecto al promotor, la secuencia de ADN de interés, la planta huésped, o cualquiera de sus
combinaciones. Regiones de terminacion convenientes para su uso en plantas estan disponibles del plasmido Ti de A.
tumefaciens, tal como las regiones de terminacion de la octopina sintasa y nopalina sintasa. Ver, ademas, Guerineau y
otros (1991) Mol. Gen. Genet. 262:141-144; Proudfoot (1991) Cell 64:671-674; Sanfacon y otros. (1991) Genes Dev.
5:141-149; Mogen y otros (1990) Plant Cell 2:1261-1272; Munroe y otros (1990) Gene 91:151-158; Ballas y otros (1989)
Nucleic Acids Res. 17:7891-7903; y Joshi y otros (1987) Nucleic Acids Res. 15:9627-9639.

Cuando sea apropiado, los polinucleétidos pueden optimizarse para aumentar la expresion en un organismo transformado.
Es decir, los polinucleétidos pueden sintetizarse mediante el uso de codones preferidos por el huésped para una expresion
mejorada. Ver, por ejemplo, Campbell y Gown (1990) Plant Physiol. 92:1-11 para una discusion sobre el uso de codones
preferidos por el huésped. Los métodos estan disponibles en la técnica para sintetizar genes preferidos por el huésped,
particularmente genes preferidos por las plantas. Ver, por ejemplo, las Patentes de Estados Unidos Nums. 5,380,831, y
5,436,391, y Murray y otros (1989) Nucleic Acids Res. 17:477-498.
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Se conocen modificaciones de secuencia adicionales para mejorar la expresion génica en un huésped celular. Estas
incluyen la eliminacion de secuencias que codifican sefiales de poliadenilacion espurias, sefiales de sitio de empalme
exon-intron, repeticiones similares a transposones y otras dichas secuencias bien caracterizadas que pueden ser
perjudiciales para la expresion génica. El contenido de G-C de la secuencia puede ajustarse a niveles promedio para un
huésped celular dado, segun se calcula por referencia con respecto a genes conocidos expresados en la célula huésped.
Cuando es posible, la secuencia se modifica para evitar las estructuras de ARNm secundarias de horquilla predichas.

Los casetes de expresion pueden contener adicionalmente secuencias lideres 5'. Dichas secuencias lideres pueden
actuar para potenciar la traduccion. Los lideres de traduccion se conocen en la técnica e incluyen: lideres de picornavirus,
por ejemplo, lider de EMCYV (region no codificante 5' de encefalomiocarditis) (Elroy-Stein y otros (1989) Proc. Natl. Acad.
Sci. Estados Unidos 86:6126-6130); lideres de polivirus, por ejemplo, lider de TEV (virus del grabado del tabaco) (Gallie
y otros (1995) Gene 165(2):233-238), lider del MDMV (Virus del mosaico enano del maiz) (Virology 154:9-20) y la proteina
de unién a la cadena pesada de inmunoglobulina humana (BiP) (Macejak y otros (1991) Nature 353:90-94); lider no
traducido del ARNm de la proteina de la cubierta del virus del mosaico de la alfalfa (AMV RNA 4) (Tabling y otros (1987)
Nature 325:622-625); lider del virus del mosaico del tabaco (TMV) (Gallie y otros (1989) en Molecular Biology of RNA, ed.
Cech (Liss, Nueva York), pp. 237-256); y lider del virus del moteado clorético del maiz (MCMV) (Lommel y otros (1991)
Virology 81:382-385). Ver, ademas, Della-Cioppa y otros (1987) Plant Physiol. 84:965-968.

Al preparar el casete de expresion, los diversos fragmentos de ADN pueden manipularse para proporcionar las secuencias
de ADN en la orientacidon apropiada y, segun sea apropiado, en el marco de lectura apropiado. Con este fin, pueden
emplearse adaptadores o enlazadores para unir los fragmentos de ADN o pueden involucrarse otras manipulaciones para
proporcionar sitios de restriccidon convenientes, eliminacion de ADN superfluo, eliminaciéon de sitios de restriccién, o
similares. Para este proposito, puede involucrarse mutagénesis in vitro, reparacion con cebadores, restriccion, hibridacion,
resustituciones, por ejemplo, transiciones y transversiones.

La descripcion abarca composiciones de polinucleétidos o proteinas aisladas o sustancialmente purificadas. Un
polinucledtido o proteina "aislada" o "purificada", o una porcion biolégicamente activa de esta, esta sustancial o
esencialmente libre de componentes que normalmente acompafan o interactian con el polinucleétido o proteina como
se encuentra en su entorno de origen natural. De esta forma, un polinucleétido o proteina aislada o purificada esta
sustancialmente libre de otro material celular, o medio de cultivo cuando se produce mediante técnicas recombinantes, o
sustancialmente libre de precursores quimicos u otras sustancias quimicas cuando se sintetiza quimicamente.
Optimamente, un polinucledtido "aislado" esté libre de secuencias (6ptimamente secuencias que codifican proteinas) que
flanquean naturalmente al polinucleétido (por ejemplo, secuencias ubicadas en los extremos 5'y 3' del polinucleétido) en
el ADN genomico del organismo del cual se deriva el polinucledtido. Por ejemplo, en diversas modalidades, el
polinucleétido aislado puede contener menos de aproximadamente 5 kb, 4 kb, 3 kb, 2 kb, 1 kb, 0,5kb 0 0,1 kb de secuencia
de nucledtidos que flanquean naturalmente el polinucleétido en el ADN gendmico de la célula del cual se deriva el
polinucledtido. Una proteina que esta sustancialmente libre de material celular incluye preparaciones de proteina que
tienen menos de aproximadamente 30 %, 20 %, 10 %, 5 % o 1 % (en peso seco) de proteina contaminante. Cuando la
proteina o porcion biolégicamente activa de esta se produce de forma recombinante, el medio de cultivo 6ptimo representa
menos del 30 %, 20 %, 10 %, 5 % o 1 % (en peso seco) de precursores quimicos o sustancias quimicas que no son las
proteinas de interés.

Los fragmentos y variantes de las secuencias de ADN descritas y las proteinas codificadas de esta manera también se
describen en la presente descripcion. Por "fragmento” se entiende una porcién de la secuencia de ADN o una porcién de
la secuencia de aminoacidos y, por lo tanto, la proteina codificada de esta manera. Los fragmentos de una secuencia de
ADN que comprende secuencias codificantes pueden codificar fragmentos de proteinas que retienen la actividad biologica
de la proteina nativa y, por lo tanto, el reconocimiento del ADN o la actividad de unién a una secuencia de ADN objetivo
como se describe en la presente descripcion. Alternativamente, los fragmentos de una secuencia de ADN que son Utiles
como sondas de hibridacién generalmente no codifican proteinas que retienen la actividad biolégica o no retienen la
actividad del promotor. Por lo tanto, los fragmentos de una secuencia de ADN pueden variar de al menos
aproximadamente 20 nucledtidos, aproximadamente 50 nucledtidos, aproximadamente 100 nucledtidos y hasta el
polinucleétido de longitud completa.

En algunas modalidades, la proteina comprende la SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:4, SEQ ID
NO:5, SEQ ID NO:6, SEQ ID NO:7, SEQ ID NO:8, SEQ ID NO:9, SEQ ID NO:10, SEQ ID NO:11, SEQ ID NO:12, SEQ ID
NO:13, SEQ ID NO:14, SEQ ID NO:15, SEQ ID NO:16, SEQ ID NO:17, SEQ ID NO:18 y/o SEQ ID NO:19. En algunas
modalidades, una cualquiera de las secuencias de polipéptidos SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO:3, SEQ ID
NO:4, SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:6, SEQ ID NO:7, SEQ ID NO:8, SEQ ID NO:9, SEQ ID NO:10, SEQ ID NO:11, SEQ ID
NO:12, SEQ ID NO:13, SEQ ID NO:14, SEQ ID NO:15, SEQ ID NO:16, SEQ ID NO:17, SEQ ID NO:18 y/o SEQ ID NO:19
se repite al menos una vez. En algunas modalidades, el polipéptido no comprende ninguna de las secuencias de la Tabla
1. En algunas modalidades, el polipéptido comprende una sola secuencia en la Tabla 1 pero no comprende al menos una
o0 mas de las secuencias alternativas en la Tabla 1. En algunas modalidades, la secuencia alternativa comprende la SEQ
ID NO: 2, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:6, SEQ ID NO:7, SEQ ID NO:8, SEQ ID NO:9, SEQ ID
NO:10, SEQ ID NO:11, SEQ ID NO:12, SEQ ID NO:13, SEQ ID NO:14, SEQ ID NO:15, SEQ ID NO:16, SEQ ID NO:17,
SEQ ID NO:18 o SEQ ID NO:19.
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La descripcidon proporciona, ademas, acidos nucleicos que codifican una cualquiera de las proteinas polipeptidicas
descritas en la presente descripcién. De esta forma, la descripcién proporciona acidos nucleicos que codifican una
proteina que comprende al menos 75 % (u 80 %, 85 %, 90 %, 95 % o 99 %) de identidad de secuencia con la SEQ ID
NO:1.

En algunas modalidades, el acido nucleico codifica una proteina que comprende al menos 75 % (u 80 %, 85 %, 90 %, 95
% 0 99 %) de identidad de secuencia con la SEQ ID NO:1, donde XXz son cualquier combinacién de aminoacidos de
origen natural o no natural.

Dada la redundancia en el cédigo genético, un experto en la técnica podria generar numerosas secuencias de nucleotidos
que codifican cualquier proteina en particular. Todas estas secuencias de nucleétidos se contemplan en la presente
descripcion.

La descripcion proporciona, ademas, vectores que comprenden cualquiera de los acidos nucleicos mencionados
anteriormente. Por lo tanto, la descripcion proporciona vectores que comprenden un acido nucleico que codifica una
proteina que comprende al menos 75 % (u 80 %, 85 %, 90 %, 95 % o 99 %) de identidad de secuencia con la SEQ ID
NO:1. La descripcién proporciona vectores que comprenden un acido nucleico que codifica al menos una proteina que
comprende al menos 75 % (u 80 %, 85 %, 90 %, 95 % o0 99 %) de identidad de secuencia conla SEQ ID NO:1, y comprende
al menos una secuencia de RVD en sus aminoacidos 12°y 13° de la SEQ ID NO:1 seleccionados entre los siguientes: S,
SN, SH, NP, NH, NT, NK, NN, ND, HN, HY, HD, HH, RN, RS y GS. En algunas modalidades, las proteinas o polipéptidos
comprenden al menos una o una pluralidad de secuencias de RVD en cualquier combinacién seleccionada entre las
siguientes: SI, SN, SH, NP, NH, NT, NK, NN, ND, HN, HY, HD, HH, RN, RS, NG y GS; en donde SI, SN, SH, NP y NH se
unen a cualquier base de acido nucleico; en donde NT, NK y NN se unen a adenina; en donde ND, HN, HY, HD y HH se
unen a adenina y/o guanina; en donde NG se une a timina; en donde RN, RS y GS se unen a guanina. En algunas
modalidades, NK se une a guanina, NG se une a timina, NN se une a guanina o adenina, y/o HD se une a citosina. En
algunas modalidades, S| se une a adenina, SN se une a guanina o adenina, ND se une a citosina, HN se une a guanina
y/o RN se une a guanina o adenina.

En algunas modalidades, el polipéptido comprende al menos un primer y un segundo dominio, en donde el primer dominio
comprende al menos un mondémero de polipéptido que comprende una sola secuencia de RVD descrita anteriormente.
En algunas modalidades, el primer dominio comprende 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 190 20
0 mas mondémeros, en donde cada monémero comprende un Unico dominio de unién a acido nucleico que consiste en
dos aminoacidos, o RVD. En algunas modalidades, el primer dominio comprende al menos dos mondmeros en donde
cada mondémero se separa por un espaciador de al menos 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 190
20 o0 mas aminoacidos.

En algunas modalidades, el segundo dominio comprende otra funciéon complementaria con respecto a la unién a acido
nucleico conferida por la presencia del primer dominio. En algunas modalidades, el segundo dominio es una nucleasa o
fragmento funcional de una nucleasa. En algunas modalidades, el segundo dominio es una endonucleasa o fragmento
funcional de una endonucleasa. En algunas modalidades, el segundo dominio es una nickasa o fragmento funcional de
una nickasa. En algunas modalidades, el segundo dominio es un represor o fragmento funcional de un represor. En
algunas modalidades, el segundo dominio es un activador de la transcripcion o fragmento funcional de un activador de la
transcripcion.

En algunas modalidades, el vector comprende un acido nucleico que comprende una secuencia que codifica uno o mas
de cada polipéptido descrito en la presente descripcion. En algunas modalidades, el vector comprende un acido nucleico
que comprende una secuencia que codifica uno o mas de cada polipéptido elegido entre: SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2,
SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:6, SEQ ID NO:7, SEQ ID NO:8, SEQ ID NO:9, SEQ ID NO:10,
SEQ ID NO:11, SEQ ID NO:12, SEQ ID NO:13, SEQ ID NO:14, SEQ ID NO:15, SEQ ID NO:16, SEQ ID NO:17, SEQ ID
NO:18 o SEQ ID NO:19.

En algunas modalidades, el vector es un plasmido. En otras modalidades, el vector es un retrovirus. En algunas
modalidades, el vector es una molécula de ADN lineal. En algunas modalidades, el retrovirus comprende repeticiones
terminales largas, una sefal de empaquetamiento psi, un sitio de clonacidon y una secuencia que codifica un marcador
seleccionable. En algunas modalidades, el vector es un vector viral, tal como pLXIN (Clontech).

La descripcion proporciona, ademas, células u organismos que comprenden cualquiera de los acidos nucleicos
mencionados anteriormente. De esta forma, la descripcidon proporciona células u organismos que comprenden un acido
nucleico que codifica una proteina que comprende al menos 75 % (u 80 %, 85 %, 90 %, 95 % o0 99 %) de identidad de
secuencia con la SEQ ID NO:1. La descripcion proporciona células u organismos que comprenden un acido nucleico que
codifica una proteina que comprende al menos 75 % (u 80 %, 85 %, 90 %, 95 % o 99 %) de identidad de secuencia con
uno cualquiera o mas de los siguientes polipéptidos en cualquier combinacion: SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID
NO:3, SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:6, SEQ ID NO:7, SEQ ID NO:8, SEQ ID NO:9, SEQ ID NO:10, SEQ ID
NO:11, SEQ ID NO:12, SEQ ID NO:13, SEQ ID NO:14, SEQ ID NO:15, SEQ ID NO:16, SEQ ID NO:17, SEQ ID NO:18 o
SEQ ID NO:19. La descripcidon proporciona células u organismos que comprenden un acido nucleico que codifica una
proteina que comprende al menos 75 % (u 80 %, 85 %, 90 %, 95 % o0 99 %) de identidad de secuencia con uno cualquiera
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o mas de los siguientes polipéptidos en cualquier combinacion: SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO:3, SEQ ID
NO:4, SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:6, SEQ ID NO:7, SEQ ID NO:8, SEQ ID NO:9, SEQ ID NO:10, SEQ ID NO:11, SEQ ID
NO:12, SEQ ID NO:13, SEQ ID NO:14, SEQ ID NO:15, SEQ ID NO:16, SEQ ID NO:17, SEQ ID NO:18 o SEQ ID NO:19;
y comprende al menos una mutacion en al menos uno de los dominios RVD en la posicion 12 y 13 de cualquiera de las
SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:6, SEQ ID NO:7, SEQ ID NO:8,
SEQ ID NO:9, SEQ ID NO:10, SEQ ID NO:11, SEQ ID NO:12, SEQ ID NO:13, SEQ ID NO:14, SEQ ID NO:15, SEQ ID
NO:16, SEQ ID NO:17, SEQ ID NO:18 o SEQ ID NO:19. La descripcion proporciona células u organismos que
comprenden un acido nucleico mutado por contacto con una proteina que comprende al menos 75 % (u 80 %, 85 %, 90
%, 95 % o 99 %) de identidad de secuencia con uno cualquiera o mas de los siguientes polipéptidos en cualquier
combinacion: SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:6, SEQ ID NO:7,
SEQ ID NO:8, SEQ ID NO:9, SEQ ID NO:10, SEQ ID NO:11, SEQ ID NO:12, SEQ ID NO:13, SEQ ID NO:14, SEQ ID
NO:15, SEQ ID NO:16, SEQ ID NO:17, SEQ ID NO:18 o SEQ ID NO:19; y comprende al menos una mutacion en al menos
uno de los dominios RVD en la posicion 12 y 13 de cualquiera de las SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO:3, SEQ
ID NO:4, SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:6, SEQ ID NO:7, SEQ ID NO:8, SEQ ID NO:9, SEQ ID NO:10, SEQ ID NO:11, SEQ
ID NO:12, SEQ ID NO:13, SEQ ID NO:14, SEQ ID NO:15, SEQ ID NO:16, SEQ ID NO:17, SEQ ID NO:18 o SEQ ID
NO:19.

En algunas modalidades, las células u organismos comprenden un acido nucleico que codifica una proteina que
comprende una secuencia de acido nucleico con al menos 75 % (u 80 %, 85 %, 90 %, 95 % o0 99 %) de identidad de
secuencia con la SEQ ID NO:1. En algunas modalidades, el polipéptido o proteina comprende multiples dominios de
repeticion, en donde al menos un dominio de repeticion comprende una secuencia de acido nucleico con al menos 75 %
(u 80 %, 85 %, 90 %, 95 % o0 99 %) de identidad de secuencia con respecto a la SEQ ID NO:1-19 o una variante de este
que tiene una identidad de secuencia del 75 % (u 80 %, 85 %, 90 %, 95 % 0 99 %) con respecto a la SEQ ID NO:1-19.

En algunas modalidades, la célula comprende cualquiera de los vectores o secuencias de acido nucleico mencionados
anteriormente.

En un aspecto de la descripcién, los polipéptidos comprenden subunidades monoméricas, en donde al menos una
subunidad monomérica comprende al menos una secuencia de aminoacidos derivada de Ralstonia que comprende un
elemento de reconocimiento de nucleétidos. En algunas modalidades, los polipéptidos comprenden subunidades
monomeéricas, en donde al menos una subunidad monomérica comprende al menos una secuencia de aminoacidos
derivada de Ralstonia que comprende un elemento de reconocimiento de nucleétidos que comprende al menos 75 % (u
80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % 0 99 %) de identidad de secuencia con uno cualquiera o mas de los siguientes
polipéptidos: SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:6, SEQ ID NO:7,
SEQ ID NO:8, SEQ ID NO:9, SEQ ID NO:10, SEQ ID NO:11, SEQ ID NO:12, SEQ ID NO:13, SEQ ID NO:14, SEQ ID
NO:15, SEQ ID NO:16, SEQ ID NO:17, SEQ ID NO:18 o SEQ ID NO:19. En algunas modalidades, los polipéptidos
comprenden subunidades monomeéricas, en donde al menos una subunidad monomérica comprende al menos una
secuencia de aminoacidos derivada de Ralstonia que comprende un elemento de reconocimiento de nucleétidos que
consiste en al menos 75 % (u 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o 99 %) de identidad de secuencia con uno
cualquiera o mas de los siguientes polipéptidos: SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:4, SEQ ID
NO:5, SEQ ID NO:6, SEQ ID NO:7, SEQ ID NO:8, SEQ ID NO:9, SEQ ID NO:10, SEQ ID NO:11, SEQ ID NO:12, SEQ ID
NO:13, SEQ ID NO:14, SEQ ID NO:15, SEQ ID NO:16, SEQ ID NO:17, SEQ ID NO:18 o SEQ ID NO:19. En algunas
modalidades, las moléculas de acido nucleico de la descripcién comprenden una secuencia de acido nucleico que codifica
una o mas subunidades monoméricas, en donde la una o mas subunidades monoméricas, cuando se codifican,
comprenden dos 0 mas, tres 0 mas, cuatro o mas, cinco o mas, seis 0 mas, siete 0 mas, ocho o mas, nueve o mas, diez
0 mas, once o0 mas, o doce o0 mas monomeros secuenciales, cada mondémero comprende al menos una secuencia de
aminoacidos derivada de Ralstonia que comprende un elemento de reconocimiento de nucleétidos. En algunas
modalidades, las moléculas de acido nucleico comprenden una secuencia de acido nucleico que codifica una o mas
subunidades de mondmero, en donde la una o mas subunidades de monémero, cuando se codifican, comprenden dos o
mas, tres o mas, cuatro o mas, cinco o mas, seis o mas, siete o mas, ocho o mas, nueve o mas, diez o mas, once o mas,
o doce 0 mas mondmeros secuenciales, cada monémero comprende al menos una secuencia de aminoacidos derivada
de Ralstonia que comprende un elemento de reconocimiento de nucledtidos que consiste en al menos 75 % (u 80 %, 85
%, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o 99 %) de identidad de secuencia con respecto a uno o mas de los siguientes
polipéptidos: SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:6, SEQ ID NO:7,
SEQ ID NO:8, SEQ ID NO:9, SEQ ID NO:10, SEQ ID NO:11, SEQ ID NO:12, SEQ ID NO:13, SEQ ID NO:14, SEQ ID
NO:15, SEQ ID NO:16, SEQ ID NO:17, SEQ ID NO:18 o SEQ ID NO:19 o cualquier variante o analogo de estas. En
algunas modalidades, la proteina comprende una o mas secuencias de acido nucleico que codifican una o mas secuencias
de polipéptidos que comprenden un elemento de reconocimiento de acido nucleico derivado de Ralstonia y una o mas
secuencias de acido nucleico que codifican una o mas secuencias de polipéptidos que comprenden un elemento de
reconocimiento de acido nucleico derivado de Xanthamonus. En algunas modalidades, la proteina de fusion comprende
subunidades monoméricas sucesivas variables independientemente que son elementos de reconocimiento de ADN, en
donde al menos una o mas de las subunidades monoméricas se deriva de una secuencia de Ralstonia descrita en la
presente descripcion. En algunas modalidades, la descripcion se refiere a una proteina de fusion que comprende
subunidades monoméricas sucesivas variables independientemente que son elementos de reconocimiento de ADN, en
donde al menos una o mas de las subunidades monémericas se deriva de una secuencia de Ralstonia descrita en la
Tabla 1. En algunas modalidades, la descripcion se refiere a una proteina de fusién que comprende subunidades
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monoméricas sucesivas que son elementos de reconocimiento de ADN, en donde la proteina de fusién comprende una
combinacion de polipéptidos sucesivos elegidos de al menos una de las siguientes secuencias de polipéptidos: SEQ ID
NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:6, SEQ ID NO:7, SEQ ID NO:8, SEQ ID
NO:9, SEQ ID NO:10, SEQ ID NO:11, SEQ ID NO:12, SEQ ID NO:13, SEQ ID NO:14, SEQ ID NO:15, SEQ ID NO:16,
SEQ ID NO:17, SEQ ID NO:18 o SEQ ID NO:19 o cualquier variante o analogo de estas. En algunas modalidades, la
descripcion se refiere a una proteina de fusién que comprende subunidades monoméricas sucesivas que son elementos
de reconocimiento de ADN, en donde la proteina de fusién comprende una combinacion de polipéptidos sucesivos
elegidos de al menos una de las siguientes secuencias de polipéptidos: SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO:3, SEQ
ID NO:4, SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:6, SEQ ID NO:7, SEQ ID NO:8, SEQ ID NO:9, SEQ ID NO:10, SEQ ID NO:11, SEQ
ID NO:12, SEQ ID NO:13, SEQ ID NO:14, SEQ ID NO:15, SEQ ID NO:16, SEQ ID NO:17, SEQ ID NO:18, o SEQ ID
NO:19 o cualquier variante o analogo de estas, en donde cada mondmero se une a un nucleétido de una secuencia
objetivo de ADN. En algunas modalidades, la descripcion se refiere a una proteina de fusidon que comprende subunidades
monoméricas sucesivas que son elementos de reconocimiento de ADN, en donde la proteina de fusién comprende una
combinacion de polipéptidos sucesivos elegidos de al menos una de las siguientes secuencias de polipéptidos: SEQ ID
NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:6, SEQ ID NO:7, SEQ ID NO:8, SEQ ID
NO:9, SEQ ID NO:10, SEQ ID NO:11, SEQ ID NO:12, SEQ ID NO:13, SEQ ID NO:14, SEQ ID NO:15, SEQ ID NO:16,
SEQ ID NO:17, SEQ ID NO:18 o SEQ ID NO:19 o cualquier variante o analogo de estas que es al menos 70 %, 75 %, 80
%, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % 0 99 % por ciento homdloga de estas, en donde cada monédmero se une a un
nucledtido de una secuencia objetivo de ADN en presencia de una secuencia de acido nucleico. En algunas modalidades,
la descripcion se refiere a una proteina de fusion que comprende subunidades monomeéricas sucesivas que son elementos
de reconocimiento de ADN, en donde la proteina de fusién comprende una combinacion de polipéptidos sucesivos
elegidos de al menos una de las siguientes secuencias de polipéptidos: SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO:3, SEQ
ID NO:4, SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:6, SEQ ID NO:7, SEQ ID NO:8, SEQ ID NO:9, SEQ ID NO:10, SEQ ID NO:11, SEQ
ID NO:12, SEQ ID NO:13, SEQ ID NO:14, SEQ ID NO:15, SEQ ID NO:16, SEQ ID NO:17, SEQ ID NO:18 0 SEQ ID NO:19
o cualquier variante o analogo de esta que sea al menos 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o0 99 %
por ciento homdloga a estas, en donde cada monémero se une a un nucleétido de una secuencia objetivo de ADN en
presencia de una secuencia de acido nucleico, en donde la proteina de fusién comprende, ademas, al menos una
secuencia de polipéptidos que es una proteina/polipéptido efectora. En algunas modalidades, la proteina de fusion
comprende un primer dominio que se une a una secuencia objetivo de ADN y un segundo dominio que tiene una funcion
efectora. En algunas modalidades, la descripcion se refiere a una proteina de fusion que comprende subunidades
monoméricas sucesivas que son elementos de reconocimiento de ADN, en donde la proteina de fusién comprende una
combinacion de polipéptidos sucesivos elegidos de al menos una de las siguientes secuencias de polipéptidos: SEQ ID
NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:6, SEQ ID NO:7, SEQ ID NO:8, SEQ ID
NO:9, SEQ ID NO:10, SEQ ID NO:11, SEQ ID NO:12, SEQ ID NO:13, SEQ ID NO:14, SEQ ID NO:15, SEQ ID NO:16,
SEQ ID NO:17, SEQ ID NO:18 o SEQ ID NO:19 o cualquier variante o analogo de esta que sea al menos 70 %, 75 %, 80
%, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o0 99 % por ciento homologa a estas, en donde cada mondmero se une a un
nucledtido de una secuencia objetivo de ADN en presencia de una secuencia de acido nucleico, en donde la proteina de
fusion comprende, ademas, al menos una secuencia de polipéptidos que es una proteina/polipéptido efectora. En algunas
modalidades, la proteina de fusién comprende un primer dominio que se une a una secuencia objetivo de ADN y un
segundo dominio que tiene una funcion nucleasa. En algunas modalidades, la descripcion se refiere a una proteina de
fusiéon que comprende subunidades monoméricas sucesivas que son elementos de reconocimiento de ADN, en donde la
proteina de fusién comprende una combinacion de polipéptidos sucesivos elegidos de al menos una de las siguientes
secuencias de polipéptidos: SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:6,
SEQ ID NO:7, SEQ ID NO:8, SEQ ID NO:9, SEQ ID NO:10, SEQ ID NO:11, SEQ ID NO:12, SEQ ID NO:13, SEQ ID
NO:14, SEQ ID NO:15, SEQ ID NO:16, SEQ ID NO:17, SEQ ID NO:18 o SEQ ID NO:19 o cualquier variante o analogo
de esta que sea al menos 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % 0 99 % por ciento homdloga a estas,
en donde cada mondmero se une a un nucleétido de una secuencia objetivo de ADN en presencia de una secuencia de
acido nucleico, en donde la proteina de fusién comprende, ademas, al menos una secuencia de polipéptidos que es una
proteina/polipéptido efectora. En algunas modalidades, la proteina de fusion comprende un primer dominio que se une a
una secuencia objetivo de ADN y un segundo dominio que tiene una funcién de nickasa o ligasa. En algunas modalidades,
la proteina de fusién comprende un primer dominio que se une a una secuencia objetivo de ADN y un segundo dominio
que tiene una funcion nucleasa. En algunas modalidades, la descripcion se refiere a una proteina de fusién que comprende
subunidades monoméricas sucesivas que son elementos de reconocimiento de ADN, en donde la proteina de fusion
comprende cualquier combinacion de polipéptidos sucesivos elegidos de al menos una de las siguientes secuencias de
polipéptidos: SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:6, SEQ ID NO:7,
SEQ ID NO:8, SEQ ID NO:9, SEQ ID NO:10, SEQ ID NO:11, SEQ ID NO:12, SEQ ID NO:13, SEQ ID NO:14, SEQ ID
NO:15, SEQ ID NO:16, SEQ ID NO:17, SEQ ID NO:18 o SEQ ID NO:19 o cualquier variante o analogo de estas que sea
al menos 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o 99 % por ciento homdloga a estas, en donde cada
monomero se une a un nucledtido de una secuencia objetivo de ADN en presencia de una secuencia de acido nucleico,
y en donde la proteina de fusion comprende, ademas, al menos una secuencia de polipéptidos que es una
proteina/polipéptido efectora. En algunas modalidades, la descripcion se refiere a una proteina de fusién que comprende
subunidades monoméricas sucesivas que son elementos de reconocimiento de ADN, en donde la proteina de fusion
comprende cualquier combinacion de polipéptidos sucesivos elegidos de al menos una de las siguientes secuencias de
polipéptidos: SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:6, SEQ ID NO:7,
SEQ ID NO:8, SEQ ID NO:9, SEQ ID NO:10, SEQ ID NO:11, SEQ ID NO:12, SEQ ID NO:13, SEQ ID NO:14, SEQ ID
NO:15, SEQ ID NO:16, SEQ ID NO:17, SEQ ID NO:18 o SEQ ID NO:19 o cualquier variante o analogo de esta que sea
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al menos 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o 99 % por ciento homdloga a estas, en donde cada
monomero se une a un nucledtido de una secuencia objetivo de ADN en presencia de una secuencia de acido nucleico,
y en donde la proteina de fusion comprende, ademas, al menos una secuencia de polipéptidos que es una
proteina/polipéptido efectora y comprende, ademas, al menos una secuencia de polipéptidos que tiene cualquier funcion
de proteina efectora descrita. En algunas modalidades, la descripcion se refiere a una proteina de fusion que comprende
subunidades monoméricas sucesivas que son elementos de reconocimiento de ADN, en donde la proteina de fusion
comprende cualquier combinacion de polipéptidos sucesivos elegidos de al menos una de las siguientes secuencias de
polipéptidos: SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:6, SEQ ID NO:7,
SEQ ID NO:8, SEQ ID NO:9, SEQ ID NO:10, SEQ ID NO:11, SEQ ID NO:12, SEQ ID NO:13, SEQ ID NO:14, SEQ ID
NO:15, SEQ ID NO:16, SEQ ID NO:17, SEQ ID NO:18 o SEQ ID NO:19 o cualquier variante o analogo de estas que sea
al menos 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o 99 % por ciento homdloga a estas, en donde cada
monomero se une a un nucledtido de una secuencia objetivo de ADN en presencia de una secuencia de acido nucleico,
y en donde la proteina de fusion comprende, ademas, al menos dos secuencias de polipéptidos que comprenden una
funcién de proteina/polipéptido efectora o que son proteinas efectoras o variantes de estas. En algunas modalidades, la
descripcion se refiere a una proteina de fusién que comprende subunidades monoméricas sucesivas que son elementos
de reconocimiento de ADN, en donde la proteina de fusién comprende cualquier combinacién de polipéptidos sucesivos
elegidos de al menos una de las siguientes secuencias de polipéptidos: SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO:3, SEQ
ID NO:4, SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:6, SEQ ID NO:7, SEQ ID NO:8, SEQ ID NO:9, SEQ ID NO:10, SEQ ID NO:11, SEQ
ID NO:12, SEQ ID NO:13, SEQ ID NO:14, SEQ ID NO:15, SEQ ID NO:16, SEQ ID NO:17, SEQ ID NO:18 0 SEQ ID NO:19
o cualquier variante o analogo de estas que sea al menos 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o 99
% por ciento homéloga a estas, en donde cada mondmero se une a un nucleétido de una secuencia objetivo de ADN en
presencia de una secuencia de acido nucleico, y en donde la proteina de fusién comprende, ademas, al menos tres o mas
secuencias de polipéptidos que comprenden una funcion proteina/efectora. En algunas modalidades, la descripcion se
refiere a una proteina de fusion que comprende subunidades monomeéricas sucesivas que son elementos de
reconocimiento de ADN, en donde la proteina de fusién comprende cualquier combinacion de polipéptidos sucesivos
elegidos de al menos una de las siguientes secuencias de polipéptidos: SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO:3, SEQ
ID NO:4, SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:6, SEQ ID NO:7, SEQ ID NO:8, SEQ ID NO:9, SEQ ID NO:10, SEQ ID NO:11, SEQ
ID NO:12, SEQ ID NO:13, SEQ ID NO:14, SEQ ID NO:15, SEQ ID NO:16, SEQ ID NO:17, SEQ ID NO:18 0 SEQ ID NO:19
o cualquier variante o analogo de estas que sea al menos 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o0 99
% por ciento homéloga a estas, en donde cada mondémero se une a un nucleétido de una secuencia objetivo de ADN en
presencia de una secuencia de acido nucleico, y en donde la proteina de fusién comprende, ademas, al menos cuatro o
mas secuencias de polipéptidos que comprenden una proteina/polipéptido efectora.

Los acidos nucleicos o las proteinas de la descripcion pueden construirse mediante un enfoque modular al ensamblar
previamente unidades monoméricas y/o unidades de repeticion en vectores objetivo que posteriormente pueden
ensamblarse en un vector de destino final. En un aspecto, los polipéptidos de la descripcion comprenden mondémeros
repetidos como se describe en la presente descripcion y pueden construirse mediante un enfoque modular mediante el
ensamblaje previo de unidades de repeticion en vectores objetivo que posteriormente pueden ensamblarse en un vector
de destino final. La descripcién proporciona el polipéptido producido mediante este método, asi como también las
secuencias de acido nucleico que codifican los polipéptidos y los organismos huésped y las células que comprenden
dichas secuencias de ADN.

Las técnicas para modificar especificamente secuencias de ADN para obtener un codén especifico para un aminoacido
especifico se conocen en la técnica. Los métodos para mutagénesis y alteraciones de polinucledtidos se han descrito
ampliamente. Ver, por ejemplo, Kunkel (1985) Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU. 82:488-492; Kunkel y otros (1987) Methods
in Enzymol. 154:367-382; Patente de Estados Unidos Num. 4,873,192; Walker y Gaastra, eds. (1983) Techniques in
Molecular Biology (MacMillan Publishing Company, Nueva York) y las referencias citadas en ellas.

Los siguientes ejemplos proporcionan métodos para construir nuevas unidades de repeticion y probar las actividades de
unién especifica de unidades de repeticion construidas artificialmente que reconocen especificamente pares de bases en
una secuencia de ADN objetivo. El nimero de unidades de repeticion que se usaran en un dominio de repeticion puede
determinarlo un experto en la técnica mediante experimentacién de rutina. Generalmente, al menos 1,5 unidades de
repeticion se consideran como un minimo, aunque tipicamente se usaran al menos aproximadamente 8 unidades de
repeticion. Las unidades de repeticion no tienen que ser unidades de repeticion completas, ya que pueden usarse
unidades de repeticion de la mitad del tamafio. Ademas, los métodos y polipéptidos descritos en la presente descripcion
dependen de dominios de repeticién con un ndmero particular de unidades de repeticion. De esta forma, un polipéptido
de la descripcion puede comprender, por ejemplo, 1,5, 2, 2,5, 3, 3,5, 4, 4,5, 5,5,5,6,6,5,7,7,5, 8, 8,5, 9, 9,5, 10, 10,5,
11, 11,5, 12, 12,5, 13, 13,5, 14, 14,5, 15, 15,5, 16, 16,5, 17, 17,5, 18, 18,5, 19, 19,5, 20, 20,5, 21, 21,5, 22, 22,5, 23, 23,5,
24,245, 25, 25,5, 26, 26,5, 27, 27,5, 28, 28,5, 29, 29,5, 30, 30,5, 31, 31,5, 32, 32,5, 33, 33,5, 34, 34,5, 35, 35,5, 36, 36,5,
37, 37,5, 38, 38,5, 39, 39,5, 40, 40,5, 41, 41,5, 42, 42,5, 43, 43,5, 44, 44,5, 46, 46,5, 47, 47,5, 48, 48,5, 49, 49,5, 50, 50,5
0 mas unidades de repeticion.

En la descripcion, pueden disefiarse polipéptidos que comprenden un dominio de repeticidon con unidades de repeticion
en donde en las unidades de repeticion se incluyen regiones hipervariables que determinan el reconocimiento de un par
de bases en una secuencia de ADN objetivo. En una modalidad, cada unidad de repeticion incluye una region hipervariable
que determina el reconocimiento de un par de bases en una secuencia de ADN objetivo. En una modalidad adicional, se
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incluyen 1 o 2 unidades de repeticion en un dominio de repeticiéon que no reconocen especificamente un par de bases en
una secuencia de ADN objetivo. Si se tiene en cuenta el codigo de reconocimiento encontrado por los inventores, es
factible una disposicion modular de unidades de repeticién en donde cada unidad de repeticion es responsable del
reconocimiento especifico de un par de bases en una secuencia de ADN objetivo. En consecuencia, una secuencia de
unidades de repeticion corresponde a una secuencia de pares de bases en una secuencia de ADN objetivo de modo que
1 unidad de repeticion coincide con un par de bases.

La descripcién proporciona un método para reconocer selectivamente un par de bases en una secuencia de ADN objetivo
mediante un polipéptido, en donde dicho polipéptido comprende al menos un dominio de repeticion que comprende
unidades de repeticion, en donde en dichas unidades de repeticion cada una comprende al menos una regién de RVD
que determina el reconocimiento de un par de bases o nucledtido en dicha secuencia de ADN objetivo. Mas
especificamente, los inventores han determinado los aminoacidos en un polipéptido de unién a ADN responsables del
reconocimiento selectivo de pares de bases en una secuencia de ADN objetivo. Con la dilucidacion del cédigo de
reconocimiento, se ha determinado un principio general para reconocer pares de bases especificos en una secuencia de
ADN objetivo mediante aminoacidos seleccionados en un polipéptido. Los inventores han descubierto que distintos tipos
de monémeros que forman parte de un conjunto de unidades de repeticion (o polimero) de longitud variable de
aminoacidos tienen la capacidad de reconocer un par de bases definido/especifico. Dentro de cada unidad de repeticion
que forma un dominio de repeticion, una regién de RVD es responsable del reconocimiento especifico de un par de bases
en una secuencia de ADN objetivo.

Por lo tanto, la descripcién proporciona no solo un método para reconocer selectivamente un par de bases en una
secuencia de ADN objetivo mediante un polipéptido que comprende al menos un dominio de repeticion que comprende
unidades de repeticion, sino también métodos en donde pueden generarse secuencias de ADN objetivo que se reconocen
selectivamente mediante dominios de repeticion en un polipéptido. Estos polipéptidos son utiles como herramientas de
biologia molecular para clonar, mutagenizar o de cualquier otra manera alterar una secuencia de acido nucleico aislada u
otra secuencia in vivo en un laboratorio. Esto proporciona un medio eficiente de mutagénesis selectiva.

La descripcion proporciona, ademas, un método para construir y/o crear polipéptidos que reconocen secuencias de ADN
especificas. Estos polipéptidos de la descripcion comprenden mondmeros repetidos y pueden construirse mediante un
enfoque modular mediante el ensamblaje previo de unidades de repeticién en vectores objetivo que posteriormente
pueden ensamblarse en un vector de destino final. En algunas modalidades, los constructos de ADN se optimizan en
codones para producir y/o secretar de forma recombinante los polipéptidos descritos en la presente descripcion. Puede
usarse cualquier sistema recombinante en la técnica para producir la proteina recombinante. Los ejemplos incluyen células
de baculovirus, otras células eucariotas tales como células de mamifero o células bacterianas.

Siempre y cuando se conozca una secuencia de ADN objetivo y para la cual se desee el reconocimiento por parte de una
proteina, el experto en la técnica puede construir especificamente una serie modular de unidades de repeticion, lo que
incluye secuencias de aminoacidos de reconocimiento especificas, y ensamblar estas unidades de repeticion en un
polipéptido en el orden apropiado para permitir el reconocimiento y la unién a la secuencia de ADN objetivo deseada.
Cualquier polipéptido puede modificarse mediante la combinacién con un dominio de unién al ADN de unidades de
repeticion modulares descrito en la presente descripcion. Dichos ejemplos incluyen polipéptidos que son proteinas
activadoras y represoras de la transcripcion, proteinas mediadoras de resistencia, nucleasas, topoisomerasas, ligasas,
integrasas, recombinasas, resolvasas, metilasas, acetilasas, desmetilasas, desacetilasas y cualquier otro polipéptido
capaz de modificar ADN, ARN o proteinas.

El dominio de unién al ADN de la unidad de repeticién modular de la descripcién puede combinarse con sefiales de
localizacion del compartimiento celular tales como sefiales de localizacién nuclear, para funcionar en cualquier otra region
reguladora, lo que incluye, entre otras, regiones reguladoras transcripcionales y regiones de terminacion traduccional.

En una modalidad adicional de la descripcion, estas unidades de repeticion disefiadas modularmente se combinan con
un dominio de endonucleasa capaz de escindir el ADN cuando se acerca al ADN como resultado de la unién por el dominio
de repeticion. Se conoce que dichas rupturas endonucleoliticas estimulan la tasa de recombinacion homdloga en
eucariotas, lo que incluye hongos, plantas y animales. La capacidad de estimular la recombinacién homoéloga en un sitio
especifico como resultado de una ruptura endonucleolitica especifica de sitio permite la recuperacion de células
transformadas que han integrado una secuencia de ADN de interés en el sitio especifico, a una frecuencia mucho mas
alta de lo que es posible sin haber hecho la ruptura especifica de sitio. Ademas, las rupturas endonucleoliticas tales como
las provocadas por polipéptidos formados a partir de un dominio de repeticién y un dominio de endonucleasa a veces se
reparan por la maquinaria metabdlica del ADN celular de una manera que altera la secuencia en el sitio de la ruptura, por
ejemplo, al provocar una insercion corta o delecion en el sitio de la ruptura en comparacion con la secuencia inalterada.
Estas alteraciones de la secuencia pueden provocar la inactivacion de la funcion de un gen o proteina, por ejemplo, al
alterar una secuencia codificante de proteina para hacer una proteina no funcional, modificar un sitio de empalme para
que un transcripto génico no se escinda adecuadamente, crear un transcripto no funcional, cambiar la secuencia
promotora de un gen para que ya no pueda transcribirse adecuadamente, etcétera.

Romper el ADN mediante el uso de endonucleasas especificas de sitio puede aumentar la tasa de recombinacion
homodloga en la region de la ruptura. En algunas modalidades, la endonucleasa Fok | (Flavobacterium okeanokoites)
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puede usarse en un efector para inducir rupturas de ADN. EI dominio de la endonucleasa Fok | funciona
independientemente del dominio de unién al ADN y corta un ADN bicatenario tipicamente como un dimero (Li y otros
(1992) Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU. 89 (10):4275-4279 y Kim y otros (1996) Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU. 93 (3):1156-
1160;). Ademas, se ha desarrollado un dimero Fokl de cadena sencilla y también podria usarse (Mino y otros (2009) J.
Biotechnol. 140:156-161). Podria construirse un efector que contenga un dominio de repeticion para el reconocimiento de
una secuencia de ADN objetivo deseada, asi como también un dominio de endonucleasa Fokl para inducir la ruptura del
ADN en o cerca de la secuencia de ADN objetivo similar al trabajo previo realizado mediante el empleo de nucleasas de
dedos de zinc (Townsend y otros (2009) Nature 459:442-445; Shukla y otros (2009) Nature 459, 437-441). El uso de
dichos efectores podria permitir la generacion de cambios dirigidos en los genomas que incluyen adiciones, deleciones y
otras modificaciones, analogas a los usos reportados para las nucleasas de dedos de zinc segun Bibikova y otros (2003)
Science 300, 764; Urnov y otros (2005) Nature 435, 646; Wright y otros (2005) The Plant Journal 44:693-705; y las
Patentes de Estados Unidos Nums. 7,163,824 y 7,001,768.

El dominio de la endonucleasa Fokl puede clonarse por PCR a partir del ADN genémico de las bacterias marinas
Flavobacterium okeanokoites (ATCC) preparadas por métodos estandar. La secuencia de la endonucleasa Fokl esta
disponible en Pubmed (Ace. Num. M28828 y Acc. Num. J04623). La endonucleasa I-Sce | de la levadura Saccharomyces
cerevisiae se ha usado para producir rupturas de ADN que aumentan la tasa de recombinacién homéloga. I-Sce | es una
endonucleasa codificada por un intrén mitocondrial que tiene una secuencia de reconocimiento de 18 pb y, por lo tanto,
una frecuencia muy baja de sitios de reconocimiento dentro de un ADN dado, incluso dentro de genomas grandes (Thierry
y otros (1991) Nucleic Acids Res. 19 (1):189-190). La poca frecuencia de los sitios de escision reconocidos por I-Scel la
hace adecuada para potenciar la recombinacion homologa. Puede encontrarse una descripcion adicional sobre el uso de
I-Sce | para inducir dichas rupturas de ADN en la Solicitud de Patente de Estados Unidos 20090305402.

El sitio de reconocimiento para |-Sce | se ha introducido en una gama de sistemas diferentes. El posterior corte de este
sitio con I-Sce | aumenta la recombinacién homologa en la posicién donde se ha introducido el sitio. Se han obtenido
frecuencias mejoradas de recombinacion homodloga con sitios I-Sce | introducidos en el ADN extracromosémico en
ovocitos de Xenopus, el genoma del ratén y el ADN gendmico de la planta de tabaco Nicotiana plumbaginifolia. Ver, por
ejemplo, Segal y otros (1995) Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU. 92 (3):806-810; Choulika y otros (1995) Mol. Cell Biol. 15
(4):1968-1973; y Puchta y otros (1993) Nucleic Acids Res. 21 (22):5034-5040. Se apreciara que cualquier otro dominio de
endonucleasa que funcione con dominios de uniéon a ADN heterdlogos puede usarse en un efector y que la endonucleasa
I-Sce | es uno de esos ejemplos no limitantes. La limitacién del uso de endonucleasas que tienen un dominio de
reconocimiento y unién a ADN tal como la I-Sce | es que el sitio de reconocimiento tiene que introducirse por métodos
estandar de recombinacion homologa en la ubicacion deseada antes del uso de dicha endonucleasa para mejorar la
recombinacién homologa en ese sitio, si dicho sitio ain no esta presente en la ubicacion deseada. Se han informado
métodos que permiten el disefio y la sintesis de nuevas endonucleasas, tales como modificar endonucleasas conocidas
o crear versiones quiméricas de una o mas de dichas endonucleasas, que reconocen nuevas secuencias de ADN objetivo,
lo que allana de esta forma el camino para la generacién de dichos dominios de endonucleasa modificados genéticamente
para escindir secuencias de ADN objetivo enddgenas de interés (Chevalier y otros (2002) Molecular Cell 10:895-905;
documento W0O2007/060495; documento WO2009/095793; Fajardo-Sanchez y otros (2008) Nucleic Acids Res. 36:2163-
2173). Como tal, podria preverse que dichos dominios de endonucleasa podrian modificarse genéticamente de manera
similar para hacer que la actividad de unién al ADN no sea funcional, pero dejar activa la funciéon de escision del ADN y
usar dicho dominio de escision de endonucleasa modificado genéticamente de manera similar en un efector para inducir
rupturas de ADN similar al uso de Fokl anteriormente. En dichas aplicaciones, el dominio de repeticion del efector
proporcionaria, preferentemente, el reconocimiento de la secuencia de ADN objetivo, pero la escision del ADN se lograria
mediante el dominio de endonucleasa modificado genéticamente.

Como se mencion6 anteriormente, un efector incluye un dominio de repeticion con reconocimiento especifico para una
secuencia objetivo especifica deseada. En modalidades preferidas, el efector se une especificamente a una secuencia
de ADN cromosomica enddgena. La secuencia especifica de acido nucleico o, con mayor preferencia, la secuencia
cromosomica enddgena especifica puede ser cualquier secuencia en una region de acido nucleico donde se desea
potenciar la recombinacién homéloga. Por ejemplo, la region de acido nucleico puede ser una region que contiene un gen
en el que se desea introducir una mutacion, tal como una mutacién o delecion puntual, o una regién en la que se desea
introducir un gen que confiere un fenotipo deseado.

Otras modalidades se refieren a métodos para generar una planta modificada en la que se ha introducido una adiciéon
deseada. Los métodos pueden incluir obtener una célula vegetal que incluye una secuencia de ADN objetivo enddgena
en la que se desea introducir una modificacion; generar un corte bicatenario dentro de la secuencia de ADN objetivo
enddgena con un efector que incluye un dominio de repeticion que se une a una secuencia de ADN objetivo enddgeno y
un dominio de endonucleasa; introducir un acido nucleico exégeno que incluye una secuencia homologa a al menos una
porcién del ADN objetivo enddgeno en la célula vegetal en condiciones que permitan que se produzca una recombinacion
homologa entre el acido nucleico exégeno y la secuencia de ADN objetivo endégeno; y generar una planta a partir de la
célula vegetal en la que se ha producido una recombinacion homadloga. Otras modalidades se refieren a células y plantas
modificadas genéticamente creadas de acuerdo con el método descrito anteriormente y en la presente descripcion. Debe
sefialarse que la secuencia de ADN objetivo podria ser artificial o de origen natural. Se apreciara que dichos métodos
podrian usarse en cualquier organismo no humano (dichos organismos no limitantes incluyen animales, hongos,
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oomicetos, bacterias y virus) mediante el uso de técnicas y métodos conocidos en la técnica y usados para tales fines en
dichos organismos.

En una modalidad adicional de la descripcion, estos dominios de repeticion disefiados modularmente se combinan con
uno o mas dominios responsables de la modulacion o control de la expresion de un gen, por ejemplo, de genes vegetales,
genes animales, genes fungicos, genes de oomicetos, genes virales o genes humanos. Los métodos para modular la
expresion génica mediante la generacion de polipéptidos de unién a ADN que contienen dominios de dedos de zinc se
conocen en la técnica (Patentes de Estados Unidos Nums. 7,285,416, 7,521,241, 7,361,635, 7,273,923, 7,262,054,
7,220,719, 7,070,934, 7,013,219, 6,979,539, 6,933,113, 6,824,978). Por ejemplo, estos efectores de la familia de similares
a Ralstonia se modifican para unirse a secuencias de ADN objetivo especificas. Dichos polipéptidos podrian ser, por
ejemplo, activadores de la transcripcion o proteinas represoras de la transcripcion que se modifican mediante el método
de la descripcion para unirse especificamente a las regiones de control genético en un promotor u otra region reguladora
de un gen de interés para activar, reprimir o de cualquier otra manera modular la transcripcion de dicho gen.

En adn otra modalidad de la descripcion, las secuencias de ADN objetivo se modifican para reconocerse especificamente
por un dominio de repeticion de origen natural o por un dominio de repeticion modificado. Como un ejemplo, las secuencias
de ADN objetivo para miembros de la familia similar a Ralstonia pueden insertarse en promotores para generar nuevos
promotores controlables que pueden inducirse mediante el efector correspondiente. Los sistemas inducibles secundarios
pueden construirse mediante el uso de un activador de la transcripcion y un gen objetivo, en donde el activador de la
transcripcién es un polipéptido en donde dicho polipéptido comprende al menos un dominio de repeticién que comprende
unidades de repeticion de la descripcidon que se unen a dicho gen objetivo e inducen la expresion. El activador de la
transcripcion y el gen objetivo pueden introducirse en una linea celular pero también pueden presentarse en diferentes
lineas celulares y después incorporarse por introgresion. En una modalidad adicional, las plantas resistentes a
enfermedades pueden construirse mediante la insercion de la secuencia de ADN objetivo de un polipéptido que contiene
un dominio de repeticion de la descripcion frente a un gen que después de la expresion conduce a una reaccion de
defensa de la planta al activar un gen mediador de resistencia.

En una modalidad adicional, los polipéptidos de unién a ADN personalizados pueden construirse el reordenar los tipos de
unidades de repeticion, lo que permite de esta manera la generacion de dominios de repeticion con una especificidad de
union al ADN objetivo novedosa. Las unidades de repeticion individuales son casi idénticas a nivel de ADN, lo que impide
las estrategias clasicas de clonacion. Esto proporciona una estrategia rapida y econémica para ensamblar polipéptidos
personalizados con dominios de repeticion. Para mejorar la versatilidad de clonacion de dichos polipéptidos, se disefié un
método de ensamblaje de dos etapas. Este método se usé para ensamblar polipéptidos con nuevos tipos de repeticion
para estudiar su reconocimiento de ADN objetivo y especificidad de union.

En resumen, cualquier secuencia de ADN puede modificarse para permitir la unién por un polipéptido que contiene un
dominio de repeticion mediante la introduccion de pares de bases en cualquier region del ADN o regiones especificas de
un gen o un elemento de control genético, para dirigirse especificamente a un polipéptido que tiene un dominio de
repeticion compuesto por unidades de repeticion que se unira a dicha secuencia de ADN modificada para facilitar el
reconocimiento especifico y la union entre si.

En algunas modalidades, los polipéptidos pueden fabricarse sintéticamente mediante el uso de quimicas de aminoacidos
conocidas familiares para un experto en sintesis de quimica organica. Dichos procedimientos incluyen tanto
procedimientos en solucion como en fase solida, por ejemplo, mediante el uso de metodologias Boc y Fmoc. Los
compuestos pueden sintetizarse mediante el uso de técnicas de sintesis en fase sdlida. Los f-aminoacidos N-protegidos
con Fmoc pueden usarse para sintetizar péptidos poli-a/f mediante procedimientos convencionales de sintesis en fase
soélida manuales en condiciones estandar en cualquier nimero de soportes solidos, lo que incluye la resina de cloruro de
ortoclorotritilo. La esterificaciéon de Fmoc-B-aminoacidos con la resina de ortoclorotritilo puede realizarse de acuerdo con
el método de Barlos y otros, Tetrahedron Lett., 1989, 30, 3943. La resina (150 mg, 1,05 mmol CI) se hincha en 2 ml de
CHCI; durante 10 min. Una solucién del B-aminoacido protegido con Fmoc en CH.Cl;, e iPr.EtN se afiaden después
sucesivamente y la suspension se mezcla en atmdsfera de argdn durante 4 h. Posteriormente, la resina se filtra y se lava
con CHzCl2/MeOH/iPrzEtN (17:2:1, 3x3 min), CH2Cl; (3x3 min), DMF (2x3 min), CH2Cl» (3x3 min) y MeOH (2x3 min). La
sustitucion de la resina se determina en una muestra de 3 mg al medir la absorbancia del aducto de dibenzofulveno a 300
nm. El grupo Fmoc se elimina mediante el uso de piperidina al 20 % en DMF (4 ml, 2x20 min) con burbujeo de Ar. A
continuacion, la resina se filtra y se lava con DMF (6x3 min). Para cada etapa de acoplamiento, se afiaden sucesivamente
una solucion del B-aminoacido (3 equiv.), BOP (3 equiv.) y HOBT (3 equiv.) en DMF (2 ml) e iPr2EtN (9 eq) se afiaden
sucesivamente a la resina y la suspension se mezcla durante 1 h en atmdsfera de Ar. La monitorizacion de la reaccion de
acoplamiento se realiza con acido 2,4,6-trinitrobencenosulfénico (TNBS) (W.S. Hancock y J.E. Battersby, Anal. Biochem.
(1976), 71, 260). En el caso de una prueba TNBS positiva (lo que indica un acoplamiento incompleto), la suspensién se
deja reaccionar durante 1 h adicional. A continuacion, la resina se filtra y se lava con DMF (3x3 min) antes de la siguiente
etapa de desproteccion de Fmoc. Después de la eliminacion del ultimo grupo protector Fmoc, la resina se lava con DMF
(6x3 min), CH2Cl; (3x3 min), Et2O (3x3 min) y se seca al vacio durante 3 h. Finalmente, los péptidos se separan de la
resina mediante el uso de TFA al 2 % en CH2Cl» (2 ml, 5x15 min) en atmdsfera de Ar. El solvente se elimina y los residuos
oleosos se trituran en éter para obtener los polipéptidos crudos. Los compuestos se purifican posteriormente por HPLC.
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La descripciéon proporciona, ademas, un método para la modulacién dirigida de la expresion génica mediante la
construccion de unidades de repeticion modulares especificas para una secuencia de ADN objetivo de interés, modificar
un polipéptido mediante la adicién de dichos monémeros repetidos para permitir que dicho polipéptido reconozca ahora
el ADN objetivo, introducir o expresar dicho polipéptido modificado en una célula procariota o eucariota para permitir que
dicho polipéptido modificado reconozca la secuencia de ADN objetivo, y modular la expresion de dicho gen objetivo en
dicha célula como resultado de dicho reconocimiento.

La descripcion proporciona, ademas, un método para la modificacion dirigida de una secuencia de ADN objetivo mediante
la construccion de un polipéptido que incluye al menos un dominio de repeticion de la descripcion que reconoce dicha
secuencia de ADN objetivo y que dicho polipéptido contiene, ademas, un dominio funcional capaz de modificar el ADN
objetivo (tal como a través de la recombinacion especifica de sitio, la restriccion o la integracion de las secuencias objetivo
del donante) lo que permite de esta manera modificaciones del ADN dirigidas en genomas complejos.

La descripcion proporciona, ademas, la produccion de polipéptidos modificados que incluyen al menos un dominio de
repeticion que comprende unidades de repeticion, en donde una region hipervariable dentro de cada una de las unidades
de repeticion determina el reconocimiento selectivo de un par de bases en una secuencia de ADN objetivo. En una
modalidad adicional de la descripcién, se proporciona ADN que codifica un polipéptido que contiene un dominio de
repeticion como se describié anteriormente.

En otra modalidad de la descripcién, se proporciona ADN que se modifica para incluir uno o mas pares de bases ubicadas
en una secuencia de ADN objetivo de modo que cada uno de dichos pares de bases pueda reconocerse especificamente
por un polipéptido que incluye un dominio de repeticion que tiene unidades de repeticion correspondientes, cada unidad
de repeticion comprende una region hipervariable que determina el reconocimiento del par de bases correspondiente en
dicho ADN.

En adn otra modalidad de la descripcion, se proporcionan usos de esos polipéptidos y ADN. Adicionalmente se
proporcionan plantas, partes de plantas, semillas, células vegetales y otras células huésped no humanas transformadas
con las moléculas de acido nucleico aisladas de la descripcion y las proteinas o polipéptidos codificados por las secuencias
codificantes de la descripcion. Aun mas, los polipéptidos y el ADN descritos en la presente descripcion pueden introducirse
en células animales y humanas, asi como también en células de otros organismos como hongos o plantas.

En resumen, la descripcion se centra en un método para reconocer selectivamente pares de bases en una secuencia de
ADN objetivo mediante un polipéptido, en donde dicho polipéptido comprende al menos un dominio de repeticion que
comprende unidades de repeticion, en donde cada unidad de repeticion contiene una region hipervariable que determina
el reconocimiento de un par de bases en dicha secuencia de ADN objetivo, en donde las unidades de repeticion
consecutivas corresponden a pares de bases consecutivas en dicha secuencia de ADN objetivo.

En algunas modalidades, la descripcion se refiere a una célula humana que comprende una cualquiera o una combinacion
de proteinas o secuencias de acido nucleico descritas en la presente descripcion. En algunas modalidades, la descripcion
se refiere a células tales como una célula humana que comprende una mutacion, un gen heterélogo, una variante u otra
modificacion genética provocada por la introduccion de uno o mas acidos nucleicos o polipéptidos descritos en la presente
descripcion. En algunas modalidades, la descripcion se refiere a células tales como una célula animal no humana que
comprende una mutacioén, un gen heterdlogo, una variante u otra modificaciéon genética provocada por la introduccion de
uno o mas acidos nucleicos o polipéptidos descritos en la presente descripcion. En algunas modalidades, la descripcion
se refiere a células tales como una célula de insecto que comprende una mutacion, un gen heterélogo, una variante u otra
modificacion genética provocada por la introduccion de uno o mas acidos nucleicos o polipéptidos descritos en la presente
descripcion. En algunas modalidades, la descripcion se refiere a células tales como una célula vegetal que comprende
una mutacion, un gen heterdlogo, una variante u otra modificaciéon genética provocada por la introduccion de uno o mas
acidos nucleicos o polipéptidos descritos en la presente descripcion. En algunas modalidades, la descripcion se refiere a
células tales como una célula de pez que comprende una mutacién, un gen heterdélogo, una variante u otra modificacion
genética provocada por la introduccién de uno o mas acidos nucleicos o polipéptidos descritos en la presente descripcion.
En algunas modalidades, la descripcion se refiere a células tales como una célula de mamifero que comprende una
mutacion, un gen heterélogo, una variante u otra modificacioén genética provocada por la introduccién de uno o mas acidos
nucleicos o polipéptidos descritos en la presente descripcion. En algunas modalidades, la descripcion se refiere a células
tales como una célula eucariota que comprende una mutacién, un gen heterdlogo, una variante u otra modificacion
genética provocada por la introduccién de uno o mas acidos nucleicos o polipéptidos descritos en la presente descripcion.

En otro aspecto, se proporciona un método para modular la expresion de un gen objetivo en una célula. La célula puede
ser, preferentemente, una célula vegetal, una célula humana, una célula animal, una célula fingica o cualquier otra célula
viva. Las células contienen un polipéptido en donde dicho polipéptido comprende al menos un dominio de repeticion que
comprende unidades de repeticion, y estas unidades de repeticion contienen una region hipervariable y cada unidad de
repeticion es responsable del reconocimiento de 1 par de bases en dicha secuencia de ADN objetivo. Dicho polipéptido
se introduce ya sea como ADN que codifica para el polipéptido o el polipéptido se introduce per se en la célula mediante
métodos conocidos en la técnica. Independientemente de como se haya introducido, el polipéptido debe incluir al menos
un dominio de repeticion que reconozca especificamente y se una, preferentemente, a una secuencia de ADN objetivo de
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pares de bases y module la expresion de un gen objetivo. En una modalidad preferida, todas las unidades de repeticion
contienen una region hipervariable que determina el reconocimiento de pares de bases en una secuencia de ADN objetivo.

Los ejemplos de secuencias peptidicas que pueden unirse a un polipéptido o RTN de la descripcion, para facilitar la
captacion de efectores en las células, incluyen, pero no se limitan a: un péptido de 11 aminoacidos de la proteina tat del
VIH; una secuencia peptidica de 20 residuos que corresponde a los 84 103 aminoacidos de la proteina p16 (ver Fahraeus
y otros (1996) Current Biology 6:84); la tercera hélice del homeodominio de 60 aminoacidos de longitud de Antennapedia
(Derossi y otros (1994) J. Biol. Chem. 269:10444); la regiéon h de un péptido sefial tal como la regién h del factor de
crecimiento de fibroblastos de Kaposi (K-FGF); o el dominio de translocacion VP22 de HSV (Elliot y O'Hare (1997) Cell
88:223 233). Otros restos quimicos adecuados que proporcionan una captacion celular mejorada también pueden unirse
quimicamente a efectores. Como se describe en la presente descripcion, los efectores pueden disefiarse para reconocer
cualquier sitio objetivo adecuado, para la regulacion de la expresion de cualquier gen enddgeno de eleccion. Los ejemplos
de genes enddgenos adecuados para la regulacion incluyen VEGF, CCR5, ER.alfa., Her2/Neu, Tat, Rev, HBV C, S, Xy
P, LDL-R, PEPCK, CYP?7, fibrinégeno, ApoB, Apo E, Apo(a), renina, NF-.kappa.B, I-.kappa.B, TNF-alfa, ligando FAS,
proteina precursora amiloide, factor natural auricular, ob-leptina, ucp-1, IL-1, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-12, G-CSF, GM-
CSF, Epo, PDGF, PAF, p53, Rb, hemoglobina fetal, distrofina, eutrofina, GDNF, NGF, IGF-1, receptores VEGF flt y flk,
topoisomerasa, telomerasa, bcl-2, ciclinas, angiostatina, IGF, ICAM-1, STATS, c-myc, c-myb, TH, PTI-1,
poligalacturonasa, EPSP sintasa, FAD2-1, delta-12 desaturasa, delta-9 desaturasa, delta-15 desaturasa, acetil-CoA
carboxilasa, acil-ACP-tioesterasa, ADP-glucosa pirofosforilasa, almidon sintasa, celulosa sintasa, sacarosa sintasa, genes
asociados a la senescencia, quelantes de metales pesados, hidroperéxido liasa de acidos grasos, genes virales, genes
protozoarios, genes fungicos y genes bacterianos. En general, los genes adecuados para regularse incluyen citocinas,
linfocinas, factores de crecimiento, factores mitogénicos, factores quimiotacticos, factores ontoactivos, receptores, canales
de potasio, proteinas G, moléculas de transduccion de sefiales, genes de resistencia a enfermedades y otros genes
relacionados con enfermedades.

Las moléculas de toxina también tienen la capacidad de transportar polipéptidos a través de las membranas celulares. A
menudo, dichas moléculas se componen de al menos dos partes (llamadas "toxinas binarias"): un dominio o polipéptido
de translocacion o unién y un dominio o polipéptido de toxina separado. Tipicamente, el dominio o polipéptido de
translocacion se une a un receptor celular, y después la toxina se transporta a la célula. Se han usado varias toxinas
bacterianas, lo que incluye la toxina iota Clostridium perfringens, la toxina diftérica (DT), la exotoxina A de Pseudomonas
(PE), la toxina pertussis (PT), la toxina de Bacillus anthracis y la adenilato ciclasa pertussis (CYA), en intentos de
suministrar péptidos al citosol celular como fusiones internas o amino terminales (Arora y otros (1993) J. Biol. Chem.
268:3334 3341; Perelle y otros (1993) Infect. Immun. 61:5147 5156 (1993); Stenmark y otros (1991) J. Cell Biol. 113:1025
1032 (1991); Donnelly y otros (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU. 90:3530 3534; Carbonetti y otros (1995) Abstr. Annu.
Meet. Am. Soc. Microbiol. 95:295; Sebo y otros (1995) Infect. Immun. 63:3851 3857; Klimpel y otros (1992) Proc. Natl.
Acad. Sci. EE.UU. 89:10277 10281; y Novak y otros (1992) J. Biol. Chem. 267:17186 17193).

Los efectores pueden introducirse, ademas, en una célula animal, preferentemente, una célula de mamifero, mediante
liposomas y derivados de liposomas tales como inmunoliposomas. El término "liposoma" se refiere a vesiculas
compuestas de una o mas bicapas lipidicas ordenadas concéntricamente, que encapsulan una fase acuosa. La fase
acuosa contiene tipicamente el compuesto que se suministrara a la célula, en este caso un efector. El liposoma se fusiona
con lamembrana plasmatica, lo que libera de esta manera el efector en el citosol. Alternativamente, el liposoma se fagocita
o capta por la célula en una vesicula de transporte. Una vez en el endosoma o fagosoma, el liposoma se degrada o se
fusiona con la membrana de la vesicula de transporte y libera su contenido.

La descripcion se refiere particularmente al campo de la tecnologia vegetal y agricola. En un aspecto, la descripcion se
dirige a un método para modular la expresion de un gen objetivo en células vegetales, método que comprende
proporcionar a las plantas vegetales un polipéptido modificado de acuerdo con la descripcion, dicho polipéptido es capaz
de reconocer especificamente una secuencia de nucleétidos objetivo, o una cadena complementaria de esta, dentro de
un gen objetivo, y que permite que dicho polipéptido reconozca y se una particularmente a dicha secuencia de nucleétidos
objetivo, de manera que se modula la expresion de dicho gen objetivo en dichas células vegetales.

El polipéptido puede proporcionarse a las células vegetales mediante cualquier método adecuado conocido en la técnica.
Por ejemplo, la proteina puede afiadirse de manera exdgena a las células vegetales y las células vegetales se mantienen
en condiciones tales que el polipéptido se introduce en la célula vegetal, se une a la secuencia de nucleétidos objetivo y
regula la expresion del gen objetivo en las células vegetales. Alternativamente, una secuencia de nucledétidos, por ejemplo,
ADN o ARN, que codifica el polipéptido, puede expresarse en las células vegetales y las células vegetales se mantienen
en condiciones tales que el polipéptido expresado se une a la secuencia de nucleétidos objetivo y regula la expresion del
gen objetivo en las células vegetales.

Un método preferido para modular la expresiéon de un gen objetivo en células vegetales comprende las siguientes etapas:
a) proporcionar a las plantas vegetales un sistema de expresion para un polipéptido modificado de acuerdo con la
descripcion, dicho polipéptido es capaz de reconocer especificamente y, preferentemente, unirse a una secuencia de
nucledtidos objetivo, o una cadena complementaria de esta, dentro de un elemento de control de la expresion de un gen
objetivo, preferentemente, un promotor; y b) cultivar dichas células vegetales en condiciones en donde dicho polipéptido
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se produce y se une a dicha secuencia de nucledtidos objetivo, de manera que se modula la expresion de dicho gen
objetivo en dichas células vegetales.

Cualquier secuencia de nucledtidos objetivo puede modularse por el presente método. Por ejemplo, la secuencia de
nucledtidos objetivo puede ser enddgena o exdgena al gen objetivo. En una modalidad de la descripcion, la secuencia de
nucledtidos objetivo puede presentarse en una célula viva o presentarse in vifro. En una modalidad especifica, la
secuencia de nucleotidos objetivo es endogena a la planta. La secuencia de nucledtidos objetivo puede ubicarse en
cualquier lugar adecuado en relacién con el gen objetivo. Por ejemplo, la secuencia de nucleétidos objetivo puede ubicarse
aguas arriba o aguas abajo de la region codificante del gen objetivo. Alternativamente, la secuencia de nucleétidos objetivo
se ubica dentro de la region de codificacion del gen objetivo. Preferentemente, la secuencia de nucleétidos objetivo es un
promotor de un gen.

Cualquier gen objetivo puede modularse mediante el presente método. Por ejemplo, el gen objetivo puede codificar un
producto que afecta la biosintesis, modificacion, trafico celular, metabolismo y degradacion de un péptido, una proteina,
un oligonucleétido, un acido nucleico, una vitamina, un oligosacarido, un carbohidrato, un lipido o una pequefia molécula.
Ademas, los efectores pueden usarse para modificar genéticamente plantas para rasgos tales como aumento de la
resistencia a enfermedades, modificacion de polisacaridos estructurales y de almacenamiento, sabores, proteinas y
acidos grasos, maduracion de frutos, rendimiento, color, caracteristicas nutricionales, capacidad de almacenamiento
mejorada y similares.

Por lo tanto, la descripcidon proporciona un método para alterar la expresion de un gen de interés en una célula objetivo,
que comprende: determinar (si es necesario) al menos parte de la secuencia de ADN de la region estructural y/o una
region reguladora del gen de interés; disefiar un polipéptido que incluye las unidades de repeticion modificadas como se
describe en la presente descripcion para reconocer pares de bases especificos en el ADN de secuencia conocida, y
provocar que dicho polipéptido modificado se presente en la célula objetivo (preferentemente, en el nicleo de esta). (Sera
evidente que la secuencia de ADN no necesita determinarse si ya se conoce).

La descripcion proporciona, ademas, kits que comprenden: (1) cualquiera de los vectores mencionados anteriormente o
(2) cualquiera de las proteinas o polipéptidos mencionados anteriormente. La descripcion proporciona, ademas, kits que
comprenden: (1) cualquiera de los vectores mencionados anteriormente o (2) cualquiera de las proteinas o polipéptidos
mencionados anteriormente; y (3) cualquiera de las células mencionadas anteriormente (ya sea modificadas o no
modificadas) descritas en la presente descripcion.

En otras modalidades, la descripcion se refiere a kits que se usan para producir mutaciones especificas de sitio en células
madre, que pueden usarse para generar organismos modificados genéticamente. Los kits incluyen tipicamente una o mas
tecnologias de ingenieria genética especificas de sitio, tales como los RTN. El kit puede contener, ademas, uno o mas
conjuntos de células madre o células embrionarias no humanas para la modificacion especifica de sitio. Las células madre
pueden incluir, pero no se limitan a, células madre espermatogoniales (SSC), asi como también los medios y las
condiciones necesarias para el cultivo de las SSC. Los kits pueden incluir secuencias exdgenas para la introduccion
gendmica especifica de sitio, tales como, pero sin limitarse a, genes indicadores o marcadores seleccionables. Los kits
pueden incluir instrucciones para (i) introducir los RTN en las células madre (i) identificar las células madre que se han
modificado especificamente en el sitio (iii) cultivar las células madre modificadas especificamente en el sitio en los medios
o condiciones necesarias y en las cantidades requeridas por las células madre para producir organismos modificados
genéticamente (iv) usar las células madre cultivadas para producir un organismo modificado genéticamente (v) identificar
qué organismos o progenie albergan la mutacion especifica de sitio de interés.

En alguna modalidad, la descripcion proporciona un kit que incluye una poblacién mixta de SSC modificadas
genéticamente diferentes o distintas que pueden hacerse a la medida. La poblacion mixta de SSC modificadas
genéticamente puede proporcionarse en cantidades adecuadas para la inyeccion directa en un receptor masculino estéril
para la produccion de multiples organismos modificados genéticamente en una sola etapa. La poblacion mixta de SSC
modificadas genéticamente separadas o distintas puede consistir en al menos dos SSC modificadas genéticamente, al
menos dos SSC modificadas genéticamente, al menos tres SSC modificadas genéticamente, al menos cuatro SSC
modificadas genéticamente, al menos cinco SSC modificadas genéticamente, al menos seis SSC modificadas
genéticamente, al menos siete SSC modificadas genéticamente, al menos ocho SSC modificadas genéticamente, al
menos nueve SSC modificadas genéticamente, al menos diez SSC modificadas genéticamente, al menos veinte SSC
modificadas genéticamente, al menos treinta SSC modificadas genéticamente, al menos cuarenta SSC modificadas
genéticamente, al menos cincuenta SSC modificadas genéticamente, al menos cien SSC modificadas genéticamente, al
menos mil SSC modificadas genéticamente, al menos diez mil SSC modificadas genéticamente, al menos treinta mil SSC
modificadas genéticamente o con SSC modificadas genéticamente que albergan una modificacién genética dentro de
cada gen en el genoma del organismo.

En algunas modalidades, la descripcion proporciona un kit que incluye una poblacion mixta de células madre modificadas
genéticamente diferentes o distintas o células embrionarias no humanas que pueden hacerse a la medida mediante
cualquiera de los métodos descritos en la presente descripcién. La poblacién mixta de células madre modificadas
genéticamente o células embrionarias no humanas puede proporcionarse en cantidades adecuadas para la inyeccion
directa en un receptor masculino estéril para la produccion de multiples organismos modificados genéticamente en una
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sola etapa. La poblacién mixta de células madre modificadas genéticamente separadas o distintas o células embrionarias
no humanas puede consistir en al menos dos células madre modificadas genéticamente o células embrionarias no
humanas, al menos dos células madre modificadas genéticamente o células embrionarias no humanas, al menos tres
células madre modificadas genéticamente o células embrionarias no humanas, al menos cuatro células madre
modificadas genéticamente o células embrionarias no humanas, al menos cinco células madre modificadas genéticamente
o células embrionarias no humanas, al menos seis células madre modificadas genéticamente o no células embrionarias
humanas, al menos siete células madre modificadas genéticamente o células embrionarias no humanas, al menos ocho
células madre modificadas genéticamente o células embrionarias no humanas, al menos nueve células madre modificadas
genéticamente o células embrionarias no humanas, al menos diez genéticamente células madre modificadas o células
embrionarias no humanas, al menos veinte células madre modificadas genéticamente o células embrionarias no humanas,
al menos treinta células madre modificadas genéticamente células o células embrionarias no humanas, al menos cuarenta
células madre modificadas genéticamente o células embrionarias no humanas, al menos cincuenta células madre
modificadas genéticamente o células embrionarias no humanas, al menos cien células madre modificadas genéticamente
o células embrionarias no humanas, al menos mil células madre modificadas genéticamente o células embrionarias no
humanas, al menos diez mil células madre modificadas genéticamente o células embrionarias no humanas, al menos
treinta mil células madre modificadas genéticamente o células embrionarias no humanas o con células madre modificadas
genéticamente células o células embrionarias no humanas que albergan una modificacion genética dentro de cada gen
en el genoma del organismo.

En algunas modalidades, la descripcion proporciona un kit que incluye uno o mas conjuntos de células madre o células
embrionarias no humanas o SSC para modificacion especifica de sitio. Los conjuntos de SSC pueden derivarse de
organismos bien caracterizados que tienen diferentes estados de enfermedad. Las SSC pueden contener multiples
mutaciones, que pueden derivarse de modificaciones genéticas o de forma natural o por cualquier método. El kit puede
incluir los medios y las condiciones para desarrollar las SSC en estado de enfermedad, asi como también el macho
receptor estéril para la produccion de organismos modificados genéticamente.

En algunas modalidades, la descripcion proporciona un kit que incluye las herramientas necesarias para la derivacion de
lineas de SSC a partir de un organismo o muestra de tejido, asi como también las herramientas necesarias para modificar
genéticamente la SSC derivada y producir un organismo modificado genéticamente a partir de las SSC derivadas. El kit
puede incluir herramientas de recoleccion de células tales como espermatocitos para la cosecha, y herramientas de
seleccion de SSC tal como la seleccion por laminina, y herramientas de propagacion y crioconservacion de SSC, asi como
tabién herramientas de validacion de SSC que pueden incluir tincién de marcadores de superficie celular. El kit puede
incluir, ademas, medios y condiciones para el crecimiento de las SSC, herramientas para la modificacion genética de las
SSC, asi como también machos receptores estériles para la produccion de organismos modificados genéticamente a
partir de las SSC.

En algunas modalidades, la descripcion proporciona un kit que incluye SSC que se han generado a partir de células madre
pluripotentes inducidas (iPS). Las células iPS pueden derivarse de diferentes fondos genéticos bien caracterizados, lo
que incluye los estados de enfermedad, asi como también los fondos genéticos regionales, de cepas y étnicos. El kit
puede incluir, ademas, medios y condiciones para el crecimiento de las iPS, herramientas para la modificacion genética
de las iPS, asi como también machos receptores estériles para la produccién de organismos modificados genéticamente
a partir de las iPS.

Otros métodos para la transformacion y generacion de animales transgénicos o células modificadas aparecen en la
Solicitud PCT Num. de serie PCT/US2012/038465.

Un aspecto de la descripcion se refiere a un método para suministrar proteinas de fusion en una célula objetivo en donde
la proteina de fusién comprende una proteina efectora. Crear una proteina de fusion implica aislar uno o mas componentes
polipeptidicos de los medios y posteriormente ligar el extremo terminal amino libre de un componente polipeptidico al
extremo terminal carboxi de un segundo componente polipeptidico. En otras modalidades, las proteinas de fusion pueden
prepararse mediante sintesis de polipéptidos simple y/o expresarse mediante la clonacién de una secuencia de acido
nucleico en un vector de expresion. En el caso de la purificacion de proteinas a partir de sistemas recombinantes basados
en células que expresan constructos de expresion de la descripcion, un experto en la técnica puede identificar sefiales de
secrecion compatibles que pueden determinarse facilmente para cualquier sistema de secrecién de tipo Il particular que
se empleara si dichos constructos de expresion se transforman en células huésped bacterianas para la produccion de
proteinas. Al identificar las proteinas que normalmente se secretan por el sistema de secrecién de tipo lll, es posible
preparar mutantes de delecion que carecen de diversos fragmentos de la proteina de longitud completa que normalmente
se secreta mediante el sistema de secrecion. Mediante el uso de anticuerpos marcados generados contra epitopos de los
diversos fragmentos de delecion que se expresan (es decir, epitopos N-terminales, epitopos C-terminales, etcétera), es
posible identificar mutantes de delecidon que se secretan y aquellos que no se secretan. Por lo tanto, los dominios de
proteinas necesarios para la secrecion de la proteina de longitud completa pueden identificarse facilmente. Una vez que
los dominios de proteinas se han identificado y secuenciado, pueden usarse como sefiales de secrecion en proteinas de
fusion de la descripcion.

Tipicamente, la sefal de secrecién es un dominio N-terminal de una proteina que se secreta normalmente por el sistema
de secrecion de tipo lll particular, por ejemplo, una secuencia de 201 aminoacidos del dominio N-terminal de la proteina
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DspE de Erwinia amylovora (ver, por ejemplo, la Solicitud de Patente de Estados Unidos Num. de serie 09/350,852,
presentada el 9 de julio de 1999). La sefial de secrecion de 201 aminoacidos de DspE de Erwinia amylovora es compatible
con el sistema de secrecion de hapin de Erwinia amylovora. Otras sefiales de secrecion que son compatibles con diversos
sistemas de secrecion de tipo Il se han descrito en la técnica y otras se identifican continuamente.

La proteina efectora purificada puede obtenerse por varios métodos. La proteina o polipéptido se produce,
preferentemente, en forma purificada (al menos aproximadamente 80 %, 90 %, pura) mediante técnicas convencionales.
Debido a que las células huésped recombinantes expresan un sistema de secrecién de tipo lll, la proteina o polipéptido
se secreta en el medio de crecimiento de las células huésped recombinantes. En dichos casos, para aislar la proteina, las
células huésped recombinantes se propagan, el medio de crecimiento se centrifuga para separar los componentes
celulares del sobrenadante que contiene la proteina o polipéptido secretado, y se extrae el sobrenadante. A continuacion,
el sobrenadante se somete a precipitacion secuencial con sulfato de amonio. La fracciéon que contiene el polipéptido o
proteina se somete a filtracion en gel en una columna de dextrano o poliacrilamida del tamafio apropiado para separar las
proteinas. Si es necesario, la fraccion de proteina puede purificarse adicionalmente por HPLC.

Las proteinas efectoras que portan dominios de transduccién de proteinas también pueden prepararse
independientemente del sistema de secrecién de tipo Il mediante el uso de técnicas actuales del estado del arte para
preparar grandes cantidades de proteinas purificadas a partir de células de E. coli recombinantes. Dichas técnicas
emplean promotores fuertes e inducibles y etiquetas peptidicas, tales como His6, para la purificacion por afinidad en una
sola etapa de la proteina recombinante de los lisados de células de E. coli.

En una modalidad, la célula objetivo es una célula eucariota. Las células eucariotas incluyen aquellas del cultivo de tejidos,
tales como las células Hela, o en animales enteros, como las administradas al ratébn mediante inyeccion intraperitoneal
(Schwarze y otros, "Protein Transduction: Unrestricted Delivery into all Cells?" Trends Cell Biol. 10:290-295 (2000)).

En un aspecto de la descripcion, los elementos de unién o reconocimiento de ADN de la descripcion pueden fusionarse
de forma modular para crear una cadena de aminoacidos que se unen a una secuencia de ADN objetivo de eleccion. En
otro aspecto de la descripcion, el uno o mas elementos de reconocimiento o unién al ADN pueden unirse a una 0 mas
proteinas efectoras. La proteina efectora puede producirse mediante un patégeno vegetal bacteriano, un patégeno animal
0 una bacteria de la rizosfera, lo que incluye, pero no se limita a los enteropatégenos Escherichia coli, Salmonella
typhimurium, Shigella spp., Yersinia spp., Pseudomonas syringae, Xanthomonas campestris, Ralstonia solanacearum,
Erwinia amylovora, Pseudomonas fluorescens y Pseudomonas aeruginosa. Las proteinas efectoras adecuadas incluyen
un inductor de respuesta hipersensible, una proteina de virulencia, una proteina externa de respuesta hipersensible y
dependiente de patogenicidad, una proteina de virulencia y una proteina de patogenicidad. Los ejemplos de proteinas
efectoras HopPsyA AAF71481 (P. syringae), HopPtoA AF232006 (P. syringae), Tir BAA96815 (E. coli), ExoS AAG07228
(P. aeruginosa), ExoT AAG03434 (P. aeruginosa), ExoY AAG05579 (P. aeruginosa), SopE AAC02071 (S. typhimurium),
SopB AAF21057 (SigA) (S. typhimurium), SipA CAA63302 (S. typhimurium), SptP AAC44349 (S. typhimurium), IpaB
A34965 (Shigella spp.), IpaA AAA26525 (Shigella spp.), IpaD SI 5579 (Shigella spp.), YopE S| 4242 (Yersinia spp.), YopH
AACB9768 (Yersinia spp.), YpkA AAC69765 (Yersinia spp.), YopJ AAC69766 (YopP) (Yersinia spp.), AvrPto AAA25728
(P. syringae), AvrBs2 AAD 1 1434 (X. campestris), y AvrBs3 CAA34257 (X. campestris) (ver, por ejemplo, Galan y otros,
"Type Ill Secretion Machines: Bacterial Devices for Protein Delivery into Host Cells", Science 284:1322-1328 (1999)). En
una modalidad, la proteina efectora es heterdloga (es decir, normalmente no esta presente) con respecto a la célula
objetivo.

De acuerdo con los propésitos de esta descripcion, tal como se incorpora y se describe ampliamente en la presente
descripcion, esta descripcion se refiere a métodos para ingenieria genética especifica de sitio mediante el uso de RTN de
células madre y gametos no humanos, lo que incluye, pero no se limita a, células pluripotentes, células totipotentes no
humanas, células madre somaticas, células madre espermatogoniales no humanas (SSC), células madre embrionarias
(ES), células madre pluripotentes inducidas (iPS), embriones no humanos, células germinales no humanas, células
germinales primordiales no humanas (PGC), células del tubo de las plantas, células de polen y esporas. Los métodos
para la modificacion genética especifica de sitio de células madre incluyen, pero no se limitan a, el uso de proteinas de
union y escision de ADN especificas de sitio tales como los RTN.

La modificacidon genética especifica de sitio de las células madre resulta en una funcién alterada de los genes o productos
genéticos y organismos modificados genéticamente, y se producen modelos de cultivo de células o tejidos a partir de
estas células madre modificadas genéticamente. Las células madre y organismos modificados incluyen células y
organismos con genes anulados y con genes introducidos.

En otro aspecto, la descripcion se refiere a organismos no humanos modificados genéticamente creados por modificacion
genética especifica de sitio mediante el uso de RTN o que incluye, pero no se limita a, mamiferos no humanos, lo que
incluye ratas, ratones, cerdos, conejos, cobayas, perros, primates no humanos, minicerdos, asi como también plantas, lo
que incluye, pero no se limita a maiz, soja, arroz, papa, trigo, tabaco, tomate y Arabidopsis, asi como también los
descendientes y ancestros de dichos organismos.

En otra modalidad, la descripcién proporciona kits que se usan para producir mutaciones especificas de sitio en células
madre, que pueden usarse para generar organismos modificados genéticamente. Los kits incluyen tipicamente una o mas
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tecnologias de ingenieria genética especificas de sitio, tales como los RTN. El kit puede comprender, ademas, uno o mas
conjuntos de células madre para la modificacion especifica de sitio. En algunas modalidades, las células madre pueden
incluir, pero no se limitan a, células madre espermatogoniales no humanas (SSC), asi como también los medios y las
condiciones necesarias para el cultivo de las SSC. En algunas modalidades, el kit comprende secuencias exégenas para
la introduccidon gendmica especifica de sitio, tales como, pero sin limitarse a, genes indicadores o marcadores
seleccionables. En algunas modalidades, el kit comprende instrucciones para (i) introducir los RTN (o la secuencia de
acido nucleico que codifica el RTN) en las células madre (ii) identificar las células madre que se han modificado
especificamente en sitio por XTN (iii) cultivar células madre modificadas especificas de sitio en medios o condiciones
necesarias y en los ndmeros requeridos para que las células madre no humanas produzcan organismos no humanos
modificados genéticamente o efectuen la transmision de la linea germinal en un animal no humano; (iv) usar o trasplantar
las células madre cultivadas para producir un organismo modificado genéticamente; y/o (v) identificar qué organismos o
progenie comprenden la mutacion especifica de sitio de interés. En algunas modalidades, una composicion comprende
una o mas células madre o uno o mas embriones no humanos, la una o mas células madre o uno o mas embriones no
humanos comprenden una o mas de las siguientes mutaciones: (i) una mutacién de delecion; (ii) una mutacion de
anulacion; y/o (i) una adicidon de una secuencia de acido nucleico heterdlogo; la una o mas mutaciones de (i), (ii) y/o (iii)
son mutaciones especificas de sitio provocadas por un RTN.

En algunas modalidades, la secuencia de acido nucleico heterdlogo se elige entre un marcador seleccionable o un gen
ortélogo. En algunas modalidades, la una o mas células madre se elige entre una célula madre espermatogonial no
humana (SSC), una célula madre embrionaria o una célula madre pluripotente inducida.

En algunas modalidades, la una o mas células madre se derivan del linaje de la linea germinal de un animal no humano
o planta. En algunas modalidades, la una o mas células madre o el uno o mas embriones no humanos comprenden,
ademas, al menos una repeticion en tandem invertida de un transposén o una variante de este.

En algunas modalidades, la una o mas células madre es una célula madre somatica. En algunas modalidades, un
organismo comprende una o mas células madre, la una o mas células madre comprenden una o mas de las siguientes
mutaciones: (i) una mutacion de delecion; (ii) una mutacion de anulacion; y/o (iii) una adicion de una secuencia de acido
nucleico heterdlogo; la una o mas mutaciones de (i), (ii) y/o (iii) son mutaciones especificas de sitio provocadas por un
RTN. En algunas modalidades, la una o mas células madre comprenden una SSC.

En la descripcién, la proteina efectora se fusiona con al menos uno de los elementos de reconocimiento de ADN descritos
en la presente descripcion o derivados o analogos funcionales de estos para producir una proteina de fusion.

Un aspecto de la descripcion se refiere a un método para suministrar proteinas efectoras a una célula objetivo. Este
método implica introducir en la célula objetivo una proteina efectora fusionada a un polipéptido que incluye al menos un
dominio de repeticion o elemento de reconocimiento de ADN que reconoce dicho ADN objetivo o derivados o analogos
funcionales de este. Otro aspecto de la descripcion se refiere a un constructo de ADN que incluye una primera molécula
de ADN que codifica una proteina efectora y una segunda molécula de ADN asociada operativamente con la primera
molécula de ADN y que codifica un polipéptido que incluye al menos un dominio de repeticion de la descripciéon que
reconoce dicho ADN o derivados o analogos funcionales de este.

El método de la descripcién permite el suministro eficiente de proteinas efectoras a las células, en particular a las células
de mamiferos. Este método permite, ademas, el suministro de proteinas efectoras para su uso en aplicaciones
farmacéuticas, insecticidas, fungicidas, herbicidas y otras. En particular, permitira el suministro de proteinas efectoras a
los pacientes en forma de terapia con proteinas. La terapia con proteinas de longitud completa activas biolégicamente
permitira el acceso a la especificidad evolutiva incorporada de estas proteinas para sus objetivos, lo que evita
potencialmente de esta manera los efectos inespecificos que a veces se ven con las terapias con moléculas pequefas.
Ademas, cuando se usa junto con vectores virales especificos de tejido, este uso permite el suministro dirigido de
proteinas efectoras a células particulares con el beneficio adicional de la redistribuciéon secundaria de la proteina efectora
posterior al direccionamiento inicial. Puede encontrarse un precedente para este enfoque en un experimento en donde el
dominio de transduccion de proteinas VP22 se fusion6 con la proteina supresora de tumores p53 (Phelan y otros,
"Intercellular Delivery of Functional p53 by the Herpesvirus Protein VP22", Nat. Biotechnol. 16:440-443 (1998)).

En algunas modalidades, la descripcion se refiere a una composicién que comprende una o mas secuencias de acido
nucleico con una secuencia de acido nucleico insertada. En algunas modalidades, el acido nucleico insertado comprende
al menos un gen transcripcionalmente activo, que es una secuencia codificante que puede expresarse en condiciones
intracelulares, por ejemplo, una secuencia codificante en combinacion con cualquier elemento regulador de expresion
requerido que se requiere para la expresion en el entorno intracelular de la célula objetivo, cuyo genoma se modifica
mediante la union y la posterior accion mediante cualquiera de los polipéptidos descritos en la presente descripcion. Los
genes transcripcionalmente activos de los acidos nucleicos pueden comprender un dominio de nucleétidos, es decir, un
modulo de expresion que incluye una secuencia codificante de nucledtidos unidos operativamente con elemento(s)
regulador(es) o de mediacion transcripcional requeridos. Los elementos de mediacién transcripcional requeridos que
pueden presentarse en el moédulo de expresion incluyen, pero no se limitan a, promotores, potenciadores, elementos de
sefial de terminacion y poliadenilacion, elementos de sefial de corte y empalme y similares. En algunas modalidades, la
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una o mas células madre comprenden, ademas, al menos una repeticion terminal invertida de un transposoén o variante
de este.

En algunas modalidades, el médulo de expresion incluye elementos reguladores de la transcripcion que proporcionan la
expresion del gen en un amplio rango de huéspedes. Se conoce una variedad de dichas combinaciones, donde los
elementos reguladores de la transcripcion especificos incluyen, pero no se limitan a: elementos SV40, elementos
reguladores de la transcripcion derivados de la LTR del virus del sarcoma de Rous, elementos reguladores de la
transcripcion derivados de la LTR del citomegalovirus humano (CMV), promotores de hsp70 y similares.

En algunas modalidades, al menos un gen de transcripcion activo o médulo de expresion presente en el acido nucleico
insertado actiia como un marcador seleccionable. Se han empleado una variedad de genes diferentes como marcadores
seleccionables, y el gen en particular empleado en los vectores descritos en la presente descripcion como marcador
seleccionable se elige principalmente por conveniencia. Los genes marcadores seleccionables conocidos incluyen, pero
no se limitan a: gen de timidina quinasa, gen de dihidrofolato reductasa, gen de xantina-guanina fosforibosil transferasa,
CAD, gen de adenosina desaminasa, gen de asparagina sintetasa, numerosos genes de resistencia a antibioticos
(tetraciclina, ampicilina, kanamicina, neomicina, y similares), genes de aminoglucésido fosfotransferasa, gen de
higromicina B fosfotransferasa y genes cuya expresion proporciona la presencia de un producto detectable, ya sea directa
o indirectamente, como, por ejemplo, beta-galactosidasa, GFP y similares.

En algunas modalidades, los acidos nucleicos descritos en la presente descripcion comprenden al menos un gen
transcripcionalmente activo, la porcién del acido nucleico comprende, ademas, al menos un sitio reconocido de
endonucleasa de restriccion, por ejemplo, un sitio de restriccion que sirve como un sitio para la insercion de un acido
nucleico exégeno. Se conocen una variedad de sitios de restriccion en la técnica e incluyen, pero no se limitan a: Hindlll,
Pstl, Sall, Accl, Hincll, Xbal, BamHI, Smal, Xmal, Kpnl, Sacl, EcoRl y similares. En algunas modalidades, el vector incluye
un polienlazador, es decir, una serie o conjunto de sitios dispuestos cercanamente reconocidos por una pluralidad de
enzimas de restriccion diferentes, tales como las descritas en la presente descripcion. En otras modalidades, el acido
nucleico exégeno insertado podria comprender sitios de reconocimiento de recombinasas, tales como sitios LoxP, FRT o
AttB/AttP, que se reconocen por las recombinasas Cre, Flp y PhiC31, respectivamente.

En otro aspecto, la descripciéon se refiere a un método para generar un acido nucleico que codifica un polipéptido
especifico para la unién a una secuencia de nucleétidos seleccionada, que comprende: (1) linealizar un plasmido iniciador
con PspXIl o nucleasa, el plasmido iniciador comprende una secuencia de nucleétidos que codifica un primer monémero
que comprende un RVD especifico para el primer nucleétido de la secuencia de nucleétidos seleccionada, en donde el
primer monoémero tiene un sitio Unico de PspXIl o nucleasa en su extremo 3'; (2) ligar al sitio PspXI del plasmido iniciador
un modulo de ADN que codifica uno 0 mas mondmeros que comprenden RVD especificos para el(los) siguiente(s)
nucledtido(s) de la secuencia de nucleétidos seleccionada, en donde el médulo de ADN tiene extremos adhesivos Xhol;
y (3) repetir las etapas (1) y (2) hasta que el acido nucleico codifique un polipéptido capaz de unirse a la secuencia de
nucledtidos seleccionada. El método puede comprender, ademas, después de la unién, determinar la orientacién del
modulo de ADN en el sitio PspXI o sitio nucleasa. El método puede comprender repetir las etapas (1) y (2) de una a 30
veces.

Cuando la fuente del dominio de unién al ADN es un acido nucleico que codifica los polipéptidos de la descripcion, el
acido nucleico que codifica el polipéptido o la proteina forma parte generalmente de un médulo de expresion, como se
describioé anteriormente, donde los elementos adicionales proporcionan la expresion de la transposasa segun sea
necesario.

En algunas modalidades, los organismos multicelulares pueden prepararse mediante el uso de células mutagenizadas
mediante las composiciones descritas en la presente descripcion. En algunas modalidades, el organismo multicelular o
unicelular es una planta o un animal no humano. En algunas modalidades, el organismo multicelular o unicelular es un
vertebrado no humano. En algunas modalidades, el animal vertebrado es un mamifero no humano, tal como, por ejemplo,
un roedor (ratén o rata), ganado (cerdo, caballo, vaca, etcétera), mascotas (perro o gato) y primates no humanos.

Los métodos descritos en la presente descripcidon pueden usarse en una variedad de aplicaciones en las que se desea
introducir e integrar de forma estable un acido nucleico exégeno en el genoma de una célula objetivo. Se conocen métodos
in vivo para integrar acido nucleico exégeno en una célula objetivo. La ruta de administracion del sistema de unién a acido
nucleico al organismo multicelular o unicelular depende de varios parametros, lo que incluye: la naturaleza de los vectores
que portan los componentes del sistema, la naturaleza del vehiculo de suministro, la naturaleza del organismo multicelular
o unicelular y similares, donde una caracteristica comun del modo de administracion es que proporciona el suministro in
vivo de los componentes del sistema de unién al acido nucleico a las células objetivo. En ciertas modalidades, el ADN
lineal o circularizado, tal como un plasmido, se emplea como el vector para el suministro del sistema de unién al acido
nucleico a la célula objetivo. En dichas modalidades, el plasmido puede administrarse en un vehiculo de suministro
acuoso, tal como una solucion salina. Alternativamente, puede emplearse un agente que modula la distribucion del vector
en el organismo multicelular o unicelular. Por ejemplo, cuando los vectores que comprenden los componentes del sistema
sujeto son vectores plasmidicos, basados en lipidos tales como un liposoma, pueden emplearse vehiculos, donde el
vehiculo basado en lipidos puede dirigirse a un tipo de célula especifico para el suministro especifico de células o tejidos
del vector. Alternativamente, los péptidos basados en polilisina pueden emplearse como portadores, que pueden
modificarse o no con restos de direccionamiento, y similares (Brooks y otros, J. Neurosci. Methods, 1998, 80, 137-47; y
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Muramatsu y otros, Int. J. Mol. Med., 1998, 1, 55-62). Los componentes del sistema pueden incorporarse, ademas, en
vectores virales, tales como vectores derivados de adenovirus, vectores derivados de virus sindbis, vectores derivados de
retrovirus, vectores hibridos y similares. Los vectores y vehiculos de suministro anteriores son simplemente
representativos. Puede emplearse cualquier combinacion de vector/vehiculo de suministro, siempre que proporcione la
administracion in vivo del sistema de unién al acido nucleico al organismo multicelular o unicelular y a la célula objetivo.

La cantidad de acido nucleico del vector que comprende el elemento de unién al acido nucleico, y en muchas modalidades,
la cantidad de acido nucleico del vector que codifica el polipéptido que se introduce en la célula, es suficiente para
proporcionar la escision e insercion deseada del acido nucleico que se une al acido nucleico en el genoma de la célula
objetivo. Como tal, la cantidad de acido nucleico del vector introducido deberia proporcionar una cantidad suficiente de
actividad de unién al ADN y un nimero de copias suficiente del acido nucleico que se desea insertar en la célula objetivo.
La cantidad de acido nucleico del vector que se introduce en la célula objetivo varia en dependencia de la eficiencia del
protocolo de introduccién particular que se emplea, como el protocolo de administracioén in vivo que se emplea.

La dosis particular de cada componente del sistema que se administra al organismo multicelular o unicelular varia en
dependencia de la naturaleza del acido nucleico que se une al acido nucleico, por ejemplo, la naturaleza del médulo de
expresion y el gen, la naturaleza del vector en el que los elementos componentes estan presentes, la naturaleza del
vehiculo de suministro y similares. Los expertos en la técnica pueden determinar facilmente las dosis empiricamente. Por
ejemplo, en ratones donde los componentes del sistema de unién al acido nucleico estan presentes en plasmidos
separados que se administran por via intravenosa a un mamifero en un vehiculo de solucién salina, la cantidad de
plasmido de union al acido nucleico que se administra en muchas modalidades varia tipicamente de aproximadamente
0,5 a 40 ug y tipicamente es de aproximadamente 25 ug, mientras que la cantidad de plasmido que codifica el sistema de
union al acido nucleico que se administra tipicamente varia de aproximadamente 0,5 a 25 ug y generalmente es de
aproximadamente 1 ug.

Los métodos en cuestion pueden usarse para unir y producir acidos nucleicos de diversos tamafios. Generalmente, el
tamafio del ADN que se inserta en un genoma de células objetivo mediante el uso de los métodos en cuestion varia de
aproximadamente 0,5 kb a 100,0 kb, generalmente de aproximadamente 1,0 kb a aproximadamente 60,0 kb, o de
aproximadamente 1,0 kb a aproximadamente 10,0 kb.

La descripcion puede usarse, por ejemplo, en mutagénesis de la linea germinal en una rata, ratén u otro vertebrado no
humano; mutagénesis somatica en una rata, raton u otro vertebrado; transgénesis en una rata, raton u otro vertebrado; y
uso en terapia génica humana. En cada uno de estos, la composicién puede suministrarse como ADN, ARN o proteina.

Las células transformadas y/o los organismos transgénicos, tales como los que contienen el ADN insertado en el ADN de
la célula huésped, pueden seleccionarse de las células no transformadas y/o los organismos transformados si se incluye
un marcador seleccionable como parte de las secuencias de ADN introducidas. Los marcadores seleccionables incluyen,
por ejemplo, genes que proporcionan resistencia a los antibioticos; genes que modifican la fisiologia del huésped, tales
como, por ejemplo, la proteina verde fluorescente, para producir un fenotipo visible alterado. Las células y/u organismos
que contienen estos genes son capaces de sobrevivir en presencia de concentraciones de antibioéticos, insecticidas o
herbicidas que matan las células/organismos no transformados o producen un fenotipo visible alterado. Mediante el uso
de técnicas estandar conocidas por aquellos familiarizados con el campo, técnicas tales como, por ejemplo, la
transferencia de Southern y la reaccion en cadena de la polimerasa, el ADN puede aislarse a partir de células y/u
organismos transgénicos para confirmar que el ADN introducido se ha insertado.

Para que la descripcion se entienda de manera mas eficiente, se proporcionan ejemplos mas abajo. Debe entenderse que
estos ejemplos son para propositos ilustrativos solamente y no deben interpretarse como limitantes de esta invencion de
ninguna manera. A lo largo de estos ejemplos, las reacciones de clonacién molecular y otras técnicas estandar de ADN
recombinante, se llevaron a cabo de acuerdo con los métodos descritos en Maniatis y otros, Molecular Cloning - A
Laboratory Manual, 2a ed., Cold Spring Harbor Press (1989)), mediante el uso de reactivos disponibles comercialmente,
excepto donde se indique de cualquier otra manera.

En otros aspectos de la descripcion, la descripcidn se refiere a vectores virales que comprenden una cualquiera o mas de
una secuencia de acido nucleico descrita en la presente descripcion. El vector viral se selecciona, opcionalmente, del
grupo que comprende un vector retroviral, un vector adenoviral, un vector viral adenoasociado, espumavirus, un vector
lentiviral y un plasmido u otro vector, tal como transposones, descritos en la solicitud. El vector retroviral comprende,
opcionalmente, un vector oncoretroviral. El vector retroviral comprende, opcionalmente, un vector lentiviral.

La solicitud incluye composiciones y métodos para proporcionar una molécula de acido nucleico codificante de RTN a un
sujeto de manera que la expresion de la molécula en las células proporciona la actividad bioldégica del polipéptido
codificado por la molécula de acido nucleico codificante a esas células. Un acido nucleico codificante como se usa en la
presente significa un acido nucleico que comprende nucleétidos que especifican una secuencia de aminoacidos de RTN,
0 una porcion de esta, de la correspondiente secuencia de aminoacidos de Ralstonia. Una secuencia codificante puede
comprender un codén de inicio y/o una secuencia de terminacion.
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En algunas modalidades, las composiciones de la descripcidon son composiciones farmacéuticas. Las composiciones
farmacéuticas de esta aplicacion usadas para tratar pacientes que tienen enfermedades, trastornos o estados fisicos
anormales podrian incluir un portador, auxiliar o excipiente aceptable.

Las composiciones farmacéuticas se administran opcionalmente por métodos ex vivo e in vivo, tales como electroporacion,
microinyeccion de ADN, suministro de ADN de liposomas y vectores de virus que tienen genomas de ARN o ADN, lo que
incluye vectores de retrovirus, vectores de lentivirus, vectores de adenovirus y vectores de virus adenoasociados (AAV),
virus del bosque Semliki. También son Utiles los derivados o hibridos de estos vectores.

Las dosis a administrar dependen de las necesidades del paciente, del efecto deseado y de la ruta de administracion
elegida. Los casetes de expresion se introducen opcionalmente en las células o sus precursores mediante el uso de
vehiculos de suministro ex vivo o in vivo tales como liposomas o vectores de virus de ADN o ARN. Estos también se
introducen opcionalmente en estas células mediante el uso de técnicas fisicas tales como la microinyeccion o métodos
quimicos como la coprecipitacion. Las composiciones farmacéuticas se preparan tipicamente por métodos conocidos para
la preparacion de composiciones aceptables farmacéuticamente que se administran a pacientes, y de manera que una
cantidad eficaz de la molécula de acido nucleico se combina en una mezcla con un vehiculo farmacéuticamente aceptable.
Los vehiculos adecuados se describen, por ejemplo, en Remington's Pharmaceutical Sciences (Remington's
Pharmaceutical Sciences, Mack Publishing Company, Easton, Pa., EE.UU.). Puede usarse cualquier gen marcador
seleccionable.

Sobre esta base, las composiciones farmacéuticas podrian incluir un compuesto o sustancia activa, tal como una molécula
de acido nucleico, en asociacién con uno o mas vehiculos o diluyentes aceptables farmacéuticamente, y contenidos en
soluciones tamponadas con un pH adecuado e isoosméticos con los fluidos fisioldgicos. Los expertos en la técnica
conocen bien los métodos para combinar los casetes de expresion con los vehiculos o combinarlos con diluyentes. La
composicion podria incluir un agente de direccionamiento para el transporte del compuesto activo a sitios especificos
dentro de las células. El casete de expresion puede comprender, ademas, un gen marcador seleccionable para la
seleccion de células transformadas. Los genes marcadores seleccionables se usan para la seleccion de células o tejidos
transformados. Los genes marcadores incluyen genes que codifican resistencia a antibiéticos, tales como los que codifican
neomicina fosfotransferasa Il (NEO) e higromicina fosfotransferasa (HPT), asi como también genes que confieren
resistencia a compuestos herbicidas, tales como glufosinato de amonio, bromoxinilo, imidazolinonas y 2,4-
diclorofenoxiacetato (2,4-D). Los marcadores seleccionables adicionales incluyen marcadores fenotipicos tales como la
beta-galactosidasa y proteinas fluorescentes tales como la proteina verde fluorescente (GFP) (Su y otros (2004)
Biotechnol Bioeng 85:610-9 y Fetter y otros (2004) Plant Cell 16:215-28), proteina cian fluorescente (CYP) (Bolte y otros
(2004) J. Cell Science 117:943-54 y Kato y otros (2002) Plant Physiol 129:913-42) y proteina fluorescente amarilla
(PhiYFP.TM. de Evrogen, ver, Bolte y otros (2004) J. Cell Science 117:943-54). Para marcadores seleccionables
adicionales, ver generalmente, Yarranton (1992) Curr. Opin. Biotech. 3:506-511; Christopherson y otros (1992) Proc. Natl.
Acad. Sci. EE.UU. 89:6314-6318; Yao y otros (1992) Cell 71:63-72; Reznikoff (1992) Mol. Microbiol. 6:2419-2422; Barkley
y otros (1980) en The Operon, pp. 177-220; Hu y otros (1987) Cell 48:555-566; Brown y otros (1987) Cell 49:603-612;
Figge y otros (1988) Cell 52:713-722; Deuschle y otros (1989) Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU. 86:5400-5404; Fuerst y otros
(1989) Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU. 86:2549-2553; Deuschle y otros (1990) Science 248:480-483; Gossen (1993) Tesis
de Doctorado, Universidad de Heidelberg; Reines y otros (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU. 90:1917-1921; Labow y
otros (1990) Mol. Cell. Biol. 10:3343-3356; Zambretti y otros (1992) Proc. Natl Acad. Sci. EE.UU. 89:3952-3956; Baim y
otros (1991) Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU. 88:5072-5076; Wyborski y otros (1991) Nucleic Acids Res. 19:4647-4653;
Hillenand-Wissman (1989) Topics Mol. Struc. Biol. 10:143-162; Degenkolb y otros (1991) Antimicrob. Agents Chemother.
35:1591-1595; Kleinschnidt y otros (1988) Biochemistry 27:1094-1104; Bonin (1993) Tesis de Doctorado, Universidad de
Heidelberg; Gossen y otros (1992) Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU. 89:5547-5551; Oliva y otros (1992) Antimicrob. Agents
Chemother. 36:913-919; Hlavka y otros (1985) Handbook of Experimental Pharmacology, vol. 78 (Springer-Verlag, Berlin);
Gill y otros (1988) Nature 334:721-724.

Se dispone de numerosos vectores de transformacion de plantas y métodos para transformar plantas. Ver, por ejemplo,
An, G. y otros (1986) Plant Pysiol., 81:301-305; Fry, J. y otros (1987) Plant Cell Rep. 6:321-325; Block, M. (1988) Theor.
Appl Genet. 76:767-774; Hinchee y otros (1990) Stadler. Genet. Symp. 203212.203-212; Cousins y otros (1991) Aust. J.
Plant Physiol. 18:481-494; Chee, P. P. y Slightom, J. L. (1992) Gene. 118:255-260; Christou y otros (1992) Trends.
Biotechnol. 10:239-246; D'Halluin, y otros (1992) Bio/Technol. 10:309-314; Dhir y otros (1992) Plant Physiol. 99:81-88;
Casas y otros (1993) Proc. Nat. Acad Sci. EE.UU. 90:11212-11216; Christou, P. (1993) In Vitro Cell. Dev. Biol.-Plant;
29P:119-124; Davies y otros (1993) Plant Cell Rep. 12:180-183; Dong, J. A. y Mchughen, A. (1993) Plant Sci. 91:139-148;
Franklin, C. I. y Trieu, T. N. (1993) Plant. Physiol. 102:167; Golovkin y otros (1993) Plant Sci. 90:41-52; Guo Chin Sci. Bull.
38:2072-2078; Asano y otros (1994) Plant Cell Rep. 13; Ayeres N. M. y Park, W. D. (1994) Crit. Rev. Plant. Sci. 13:219-
239; Barcelo y otros (1994) Plant. J. 5:583-592; Becker y otros (1994) Plant. J. 5:299-307; Borkowska y otros (1994) Acta.
Physiol Plant. 16:225-230; Christou, P. (1994) Agro. Food. Ind. Hi Tech. 5: 17-27; Eapen y otros (1994) Plant Cell Rep.
13:582-586; Hartman, y otros (1994) Bio-Technology 12: 919923; Ritala y otros (1994) Plant. Mol. Biol. 24:317-325; y
Wan, Y. C. y Lemaux, P. G. (1994) Plant Physiol. 104:3748.

Los métodos descritos en la presente descripcién implican la introduccién de un constructo polinucleotidico que

comprende una secuencia de ADN en una célula huésped. Por "introducciéon" se pretende presentar a la planta el
constructo polinucleotidico de manera que el constructo obtenga acceso al interior de la célula huésped. Los métodos no
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dependen de un método en particular para introducir un constructo polinucleotidico en una célula huésped, solo que el
constructo polinucleotidico obtiene acceso al interior de una célula del huésped. Los métodos para introducir constructos
polinucleotidicos en bacterias, plantas, hongos y animales se conocen en la técnica, lo que incluye, pero no se limita a,
métodos de transformacion estable, métodos de transformacion transitoria y métodos mediados por virus.

Por "transformacion estable" se pretende que el constructo polinucleotidico introducido en una planta se integra en el
genoma del huésped y es capaz de heredarse por la progenie de este. Por "transformacion transitoria" se pretende que
un constructo polinucleotidico introducido en el huésped no se integra en el genoma del huésped.

La solicitud incluye métodos y composiciones para proporcionar una molécula de acido nucleico codificante a las células
de un individuo de manera que la expresion de la molécula de acido nucleico codificante en las células proporciona la
actividad biolégica o el fenotipo del polipéptido codificado por la molécula de acido nucleico codificante. El método se
refiere, ademas, a un método para proporcionar a un individuo que tiene una enfermedad, trastorno o estado fisico anormal
un polipéptido activo biolégicamente mediante la administracion de una molécula de acido nucleico de la presente
solicitud. El método puede realizarse ex vivo o in vivo. Los métodos y composiciones de terapia génica se demuestran,
por ejemplo, en las Patentes de Estados Unidos Nums. 5,869,040, 5,639,642, 5,928,214, 5,911,983, 5,830,880,
5,910,488, 5,854,019, 5,672,344, 5,645,829, 5,741,486, 5,656,465, 5,547,932, 5,529,774, 5,436,146, 5,399,346 y
5,670,488, 5,240,846. La cantidad de polipéptido variara con las necesidades del sujeto. La dosis 6ptima del vector puede
determinarse facilmente mediante el uso de técnicas empiricas, por ejemplo, mediante el escalado de las dosis (ver la
Patente de Estados Unidos Num. 5,910,488 para un ejemplo del escalado de las dosis). Los vectores que contienen las
moléculas de acido nucleico de la aplicacién se administran tipicamente a mamiferos, preferentemente, humanos, en
terapia génica mediante el uso de las técnicas que se describen mas abajo. Los polipéptidos producidos a partir de las
moléculas de acido nucleico también se administran opcionalmente a mamiferos, preferentemente, seres humanos. La
solicitud se refiere a un método para el tratamiento médico de un mamifero que lo necesita, preferentemente, un ser
humano, mediante la administracién al mamifero de un vector de la aplicaciéon o una célula que contiene un vector de la
aplicacion. A un receptor, preferentemente, un ser humano, que desarrolla un evento adverso, tal como la enfermedad de
injerto contra huésped, se le administra tipicamente un medicamento, tal como AZT, que es un sustrato para las moléculas
tmpk modificadas de la aplicacion. Las enfermedades, tales como las enfermedades de la sangre o las enfermedades
neuronales (neurodegenerativas), que se tratan facilmente se describen en esta solicitud y se conocen en la técnica (por
ejemplo, enfermedades tales como la talasemia o la anemia de células falciformes que se tratan mediante la
administracion de un gen de globina como se describe en la solicitud de patente de Canada num. 2,246,005). Las
enfermedades de la sangre que pueden tratarse mediante trasplante de células madre incluyen leucemias, sindromes
mielodisplasicos, trastornos de células madre, trastornos mieloproliferativos, trastornos linfoproliferativos, trastornos de
fagocitos, trastornos metabdlicos hereditarios, trastornos histiociticos, alteraciones hereditarias de eritrocitos, trastornos
hereditarios del sistema inmunitario, anomalias hereditarias de plaquetas, trastornos de células plasmaticas, neoplasias
malignas (ver también, Medical Professional's Guide to Unrelated Donor Stem Cell Transplants, 4a edicion). Las
enfermedades de los nervios de células madre a tratar mediante trasplante de células madre neurales incluyen
enfermedades que provocan dafio o pérdida de las células neurales, por ejemplo, paralisis, enfermedad de Parkinson,
enfermedad de Alzheimer, ALS, esclerosis multiple). El vector de la aplicacion es util como marcador de células madre y
para expresar genes que provocan que las células madre se diferencien (por ejemplo, factor de crecimiento).

Pueden usarse diversos enfoques para la terapia génica. La solicitud incluye un proceso para proporcionar a un ser
humano un polipéptido terapéutico, lo que incluye: introducir células humanas en un humano, dichas células humanas se
han tratado in vitro o ex vivo para insertar en ellas un vector de la solicitud, las células humanas expresan in vivo en dicho
ser humano una cantidad terapéuticamente eficaz de dicho polipéptido terapéutico.

El método se refiere, ademas, a un método para producir una reserva de virus recombinante mediante la produccién de
virus adecuados para la terapia génica que comprende ADN modificado que codifica la globina. Este método implica,
preferentemente, transfectar células permisivas para la replicacion del virus (el virus que contiene la globina modificada)
y recolectar el virus producido.

Puede emplearse cotransfeccion (ADN y marcador en moléculas separadas) (ver, por ejemplo, la Patente de Estados
Unidos Num. 5,928,914 y la patente de Estados Unidos Num. 5,817,492). Ademas, puede usarse un casete o marcador
de deteccion (tal como un marcador de proteina fluorescente verde o un derivado, CD19 o CD25) dentro del propio vector
(preferentemente, un vector viral).

Los métodos de la descripcion pueden usarse para mutar cualquier célula madre eucariota, lo que incluye, pero no se
limita a, haploide, diploide, triploide, tetraploide o aneuploide. En una modalidad, la célula es diploide. Las células madre
en las que los métodos descritos en la presente descripcion pueden usarse ventajosamente incluyen, pero no se limitan
a, células madre tales como células madre somaticas, SSC, células ES, células iPS, embriones no humanos o cualquier
célula capaz de desarrollarse en uno o mas organismos.

En una modalidad, la descripcion se refiere a un método para producir una célula madre con genes anulados, introducidos
o de cualquier otra manera modificada genéticamente especifica de sitio. La mutacion especifica de sitio se genera
mediante el uso de un RTN que escinde el sitio deseado, seguido de NHEJ, lo que resulta en mutaciones de delecién. La
mutacion especifica de sitio puede producirse en células madre espermatogoniales no humanas (SSC) que se usan para
generar organismos heterocigotos u homocigotos modificados genéticamente.
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En otra modalidad, la descripcion se refiere a un método para producir una célula madre con genes anulados, introducidos
o de cualquier otra manera modificada genéticamente especifica de sitio. La mutaciéon especifica de sitio se genera
mediante el uso de un RTN que escinde el sitio deseado lo que resulta en mutaciones de delecion. La mutacion especifica
de sitio se produce en células madre embrionarias (ES), que se usan para generar organismos heterocigotos u
homocigotos modificados genéticamente.

En otra modalidad, la descripcion comprende métodos para producir una célula madre con genes anulados, introducidos
o de cualquier otra manera modificada genéticamente especifica de sitio. La mutacion especifica de sitio se genera
mediante el uso de un RTN que escinde el sitio deseado lo que resulta en mutaciones de delecion. La mutacion especifica
de sitio se produce en células madre pluripotentes inducidas (iPS), que se usan para generar organismos heterocigotos
u homocigotos modificados genéticamente.

En otra modalidad, la descripcion comprende métodos para producir una célula madre con genes anulados, introducidos
o de cualquier otra manera modificada genéticamente especifica de sitio. La mutacion especifica de sitio se genera
mediante el uso de un RTN que escinde el sitio deseado lo que resulta en mutaciones de delecion. La mutacion especifica
de sitio se produce en embriones no humanos que se usan para generar organismos heterocigotos u homocigotos
modificados genéticamente.

En ciertas modalidades, las células pueden mutar dentro del organismo o dentro del entorno nativo como en los explantes
de tejido (por ejemplo, in vivo o in situ). Alternativamente, los tejidos o las células madre aisladas del organismo mediante
el uso de métodos conocidos en la técnica y los genes pueden mutarse de acuerdo con los métodos presentes. Los tejidos
o las células madre se mantienen ya sea en cultivo (por ejemplo, in vitro), o reimplantados en un tejido u organismo (por
ejemplo, ex vivo).

Los RTN comprenden la funcién de la proteina efectora, tal como una nucleasa.

En algunas modalidades, la descripcion se refiere a composiciones que comprenden uno cualquiera de los acidos
nucleicos o polipéptidos o fragmentos de estos descritos en el Ejemplo 2.

En algunas modalidades, la descripcion se refiere a composiciones que comprenden uno cualquiera de los acidos
nucleicos o polipéptidos descritos en la presente descripcion.

En algunas modalidades de la descripcion, la modificacion genética de las SSC mediante el uso de RTN se relaciona con
la generacion de mutaciones multiples en SSC o lineas de SSC separadas seguida de la agrupaciéon o combinacion de
las SSC o lineas de SSC separadas y su inyeccion en un solo receptor masculino, lo que se relaciona con la generacion
de multiples organismos modificados genéticamente que contienen una o mas mutaciones en menos etapas
experimentales y en un periodo de tiempo mas corto de lo que es posible con otros sistemas. Las células madre o lineas
de células madre separadas pueden ser quince o mas. En alguna modalidad, la modificacion genética de las células
madre mediante el uso de RTN se relaciona con la generacion de mutaciones multiples en células madre o lineas de
células madre separadas seguida de la agrupaciéon o combinacion de células madre o lineas de células madre separadas
y su inyeccion en un solo receptor masculino, lo que se relaciona con la generacion de multiples organismos modificados
genéticamente que contienen una o mas mutaciones en menos etapas experimentales y en un periodo de tiempo mas
corto de lo que es posible con otros sistemas. Las células madre o lineas de células madre separadas pueden ser quince
0 mas.

En algunas modalidades, aumentar el nimero de agrupaciones o lineas distintas o separadas de SSC modificadas
genéticamente o células madre modificadas o células embrionarias no humanas, que pueden usarse para generar un
organismo modificado genéticamente, no aumenta la cantidad de esfuerzo, tiempo, y los recursos usados, asi como
tampoco disminuye la eficiencia de la produccién de organismos modificados genéticamente. Las multiples SSC
modificadas genéticamente separadas y distintas pueden trasplantarse en un solo receptor estéril. La poblacion mixta de
células modificadas genéticamente distintas (SSC o células madre), que se derivan de agrupaciones de células separadas
de dos o mas agrupaciones a quince o mas agrupaciones maduras dentro del receptor estéril. El receptor estéril se
reproduce a continuaciéon con multiples hembras de tipo salvaje que pueden ser dos o mas, tres o mas, cuatro o mas,
cinco o mas, seis 0 mas, siete o0 mas, ocho o mas, nueve o mas, diez o mas, once o mas, doce o mas, trece o mas,
catorce o mas, quince o mas, dieciséis o mas, diecisiete o0 mas, dieciocho o mas, diecinueve o mas, veinte o mas. Estas
multiples hembras producen crias que han incorporado la mutacion deseada en su linea germinal.

En algunas modalidades, aumentar el nimero de agrupaciones o lineas distintas o separadas de células modificadas
genéticamente, que pueden usarse para generar un organismo modificado genéticamente, no aumenta la cantidad de
esfuerzo, tiempo y recursos usados, asi como tampoco disminuye la eficiencia de la produccion de organismos
modificados genéticamente. La rata receptora estéril puede ser receptora de multiples rondas de células modificadas
genéticamente separadas o distintas. La rata estéril puede ser receptora de quince o mas células modificadas
genéticamente diferentes y reproducirse con veinte 0 mas hembras de tipo salvaje para producir quince o mas organismos
modificados genéticamente por separado. Después de la primera ronda de reproduccion, el macho estéril puede tratarse
para eliminar la primera ronda de células modificadas genéticamente y convertirse en un receptor de otra ronda de quince
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0 mas células modificadas genéticamente por separado o distintas, reproducirse con veinte o mas hembras de tipo salvaje
para producir quince o mas organismos modificados genéticamente separados. El macho estéril puede ser un receptor
de poblaciones mixtas de quince o mas células modificadas genéticamente y reproducirse con veinte o mas hembras de
tipo salvaje dos veces o mas, tres veces o mas, cuatro veces o mas, 0 Cinco veces 0 mas.

En algunas modalidades, aumentar el nimero de agrupaciones o lineas distintas o separadas de células modificadas
genéticamente, que pueden usarse para generar un organismo modificado genéticamente, no aumenta la cantidad de
esfuerzo, tiempo y recursos usados, asi como tampoco disminuye la eficiencia de la produccion de organismos
modificados genéticamente. Aumentar el nimero de células modificadas genéticamente no requiere el esfuerzo y los
recursos de otros sistemas celulares, tales como las células madre embrionarias (ES) o los embriones no humanos. El
aumento de la cantidad de células ES modificadas genéticamente para la produccion de organismos modificados
genéticamente requiere un aumento en el numero de etapas técnicas, tales como las inyecciones de blastocitos, asi como
también el nimero de cirugias de transferencia de oviductos. En algunas modalidades, el método no comprende inyeccion
de blastocitos, transferencia de oviducto, microinyeccion de ADN, reimplantacion de cigotos inyectados o reproduccion de
progenie quimérica. El sistema celular puede producir quince o mas poblaciones separadas de células madre modificadas
genéticamente para la produccién de organismos modificados genéticamente en una sola etapa, mientras que para
producir quince o mas células ES modificadas genéticamente por separado, deben realizarse quince o mas etapas
separadas en todos los niveles del procedimiento, que incluye, pero no se limita a, inyeccion de blastocitos, transferencia
de oviducto, produccioén de cigoto, preparacion de ADN, microinyeccion de ADN, reimplantacién de cigotos inyectados o
reproduccion de progenie quimérica.

En algunas modalidades, la modificacion genética de las SSC mediante el uso de RTN se relaciona con la generacion de
organismos modificados genéticamente sin requerir las etapas necesarias para producir organismos modificados
genéticamente a partir de células madre alternativas, lo que incluye, pero no se limita a, células madre embrionarias,
embriones no humanos, células madre pluripotentes inducidas (iPS), células madre somaticas. La modificacion genética
en células madre alternativas incluye, pero no se limita a, la producciéon de cigotos, la preparacion de ADN, la
microinyeccion de ADN, el reimplante de cigotos inyectados o la reproduccion de la progenie quimérica.

En algunas modalidades, las células madre descritas en la presente descripcidon comprenden uno o mas transposones,
una o mas repeticiones terminales invertidas (ITR) de un transposén de variantes de estas. En algunas modalidades, las
células madre comprenden uno o mas transposones, una o mas repeticiones terminales invertidas (ITR) de un transposon
de variantes derivadas de las secuencias de la Tabla 2.

En algunas modalidades, la descripcion comprende uno o mas transposones, una o mas repeticiones terminales invertidas
(ITR) de un transposon en donde las repeticiones en tandem invertidas de secuencia variante son al menos un 70 %
homologas a las ITR conocidas y elementos de un transposon conocidos (mostrados en la Tabla 2).

En algunas modalidades, la descripcion comprende uno o mas transposones, una o mas repeticiones en tandem invertidas
(ITR) de un transposon en donde las repeticiones en tandem invertidas de secuencia variante son al menos un 75 %
homologas a las ITR conocidas y elementos de un transposon conocidos (mostrados en la Tabla 2).

En algunas modalidades, la descripcion comprende uno o mas transposones, una o mas repeticiones en tandem invertidas
(ITR) de un transposon en donde las repeticiones terminales invertidas de secuencia variante son al menos un 80 %
homologas a las ITR conocidas y elementos de un transposon conocidos (mostrados en la Tabla 2).

En algunas modalidades, la descripcion comprende uno o mas transposones, una o mas repeticiones terminales invertidas
(ITR) de un transposon en donde las repeticiones en tandem invertidas de secuencia variante son al menos un 85 %
homologas a las ITR conocidas y elementos de un transposon conocidos (mostrados en la Tabla 2).

En algunas modalidades, la descripcion comprende uno o mas transposones, una o mas repeticiones terminales invertidas
(ITR) de un transposén en donde las repeticiones en tandem invertidas de secuencia variante son al menos 90 %
homologas a las ITR conocidas y elementos de un transposdn conocidos (mostrados en la Tabla 2).
En algunas modalidades, la descripcion comprende uno o mas transposones, una o mas repeticiones terminales invertidas
(ITR) de un transposén en donde las repeticiones en tdndem invertidas de secuencia variante son al menos 95 %
homologas a las ITR conocidas y elementos de un transposon conocidos (mostrados en la Tabla 2).

En algunas modalidades, la descripcion comprende uno o mas transposones, una o mas repeticiones terminales invertidas
(ITR) de un transposon en donde las repeticiones en tandem invertidas de secuencia variante son al menos un 96 %
homologas a las ITR conocidas y elementos de un transposon conocidos (mostrados en la Tabla 2).

En algunas modalidades, la descripcion comprende uno o mas transposones, una o mas repeticiones terminales invertidas

(ITR) de un transposén en donde las repeticiones en tandem invertidas de secuencia variante son al menos 97 %
homologas a las ITR conocidas y elementos de un transposon conocidos (mostrados en la Tabla 2).
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En algunas modalidades, la descripcion comprende uno o mas transposones, una o mas repeticiones terminales invertidas
(ITR) de un transposén en donde las repeticiones en tandem invertidas de secuencia variante son al menos 98 %
homologas a las ITR conocidas y elementos de un transposon conocidos (mostrados en la Tabla 2).

En algunas modalidades, la descripcion comprende uno o mas transposones, una o mas repeticiones terminales invertidas
(ITR) de un transposén en donde las repeticiones en tandem invertidas de secuencia variante son al menos 99 %
homologas a las ITR conocidas y elementos de un transposon conocidos (mostrados en la Tabla 2).

TABLA 2

ITR de un transposan

Sleeping Beauty

Repeticion en tandem invertida 5"

CAGTTGAAGTCGGAAGTTTACATACACTTAAGTTGGAGTCATTAAAACTCGTTTT
TCAACTACTCCACAAATTTCTTGTTAACAAACAATAGTTTTGGCAAGTCAGTTAG
GACATCTACTTTGTGCATGACACAAGTCATTTTTCCAACAATTGTTTACAGACAG
ATTATTTCACTTATAATTCACTGTATCACAATTCCAGTGGGTCAGAAGTTTACATA
CACTAAGT

Repeticion en tandem invertida 3"

ATTGAGTGTATGTAAACTTCTGACCCACTGGGAATGTGATGAAAGAAATAAAAG
CTGAAATGAATCATTCTCTCTACTATTATTCTGATATTTCACATTCTTAAAATAAA
GTGGTGATCCTAACTGACCTAAGACAGGGAATTTTITACTAGGATTAAATGTCAGG
AATTGTGAAAAAGTGAGTTTAAATGTATTTGGCTAAGGTGTATGTAAACTTCCGA
CTTCAACTG

piggyBac
Repeticion en tandem invertida 5"

COCTAGAAAGATAGTCTOCGTAAAATTGACGCATGCATTCTTGAAATATTGCTCT
CTCTTTCTAAATAGCGCGAATCCGTCGCTGTGCATTTAGGACATCTCAGTCGCCG
CTTGGAGCTCCCOTGAGGCGTGCTTGTCAATGCGGTAAGTGTCACTGATTTTGAA
CTATAACGACCGCOTGAGTCAAAATGACGCATCGATTATCTTTTACGTGACTTTTA
AGATTTAACTCATACGATAATTATATTGTTATTTCATGTTCTACTTACGTGATAAC

TTATTATATATATATTTTCTTGTTATAGATATC (Secuencia minima subrayada y en
negritas, es decir, primer 35 bp)

Repeticion en tandem invertida 3"

TAAAAGTTTIGTTACTTITATAGAAGAAATTTITGAGTTTTITGTTTTTTTTTAATAAA
TAAATAAACATAAATAAATTGTTTGTTGAATTTATTATTAGTATGTAAGTGTAAA
TATAATAAAACTTAATATCTATTCAAATTAATAAATAAACCTCGATATACAGACC
GATAAAACACATGOGTCAATTTTACGCATGATTATCTTTAACGTACGTCACAATA
TGATTATCTTTCTAGGG  (secuencia minima subrayada v en negritas, es decir, primer 35 bp)
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La descripcién comprende, ademas, ADN que codifica para uno cualquiera de los polipéptidos descritos en la presente
descripcion con cualquier nimero de unidades de repeticion descritas en la presente descripcion.

Cualesquiera polipéptidos de la descripcién o acidos nucleicos que codifican estos polipéptidos puede usarse en los
métodos descritos en la Solicitud PCT Num. PCT/IB2010/000154.

En un aspecto de la descripcion, se proporciona una composicién que comprende una o mas células modificadas mediante
uno o mas polipéptidos descritos en la presente descripcion. En algunas modalidades, la composicién comprende una o
mas células madre. En algunas modalidades, la composicién comprende una o mas células madre de mamifero
modificadas mediante uno o mas polipéptidos descritos en la presente descripcion. En algunas modalidades, la
composicion comprende una o mas células iPSC modificadas mediante uno o mas polipéptidos descritos en la presente
descripcion. En algunas modalidades, la composicion comprende una o mas células madre humanas modificadas
mediante uno o mas polipéptidos descritos en la presente descripcion. En algunas modalidades, la composicion
comprende una o mas células madre espermatogoniales no humanas modificadas mediante uno o mas polipéptidos
descritos en la presente descripcion. En algunas modalidades, la célula se deriva de un mamifero. En algunas
modalidades, la célula es de una rata o un minicerdo. En algunas modalidades, el mamifero es una rata macho estéril o
un minicerdo macho estéril. En algunas modalidades, la rata o el minicerdo es DAZL deficiente o DAZL-/-. En algunas
modalidades, la descripcion se refiere a una colonia de organismos modificados genéticamente que comprende:

al menos un organismo que comprende una o mas células madre, la una o mas células madre comprenden una o mas
de las siguientes mutaciones: (i) una mutacion de delecion; (ii) una mutacioén de anulacion; y/o (iii) una adicion de una
secuencia de acido nucleico heterdlogo; la una o mas mutaciones de (i), (ii) y/o (iii) son mutaciones especificas de sitio
provocadas mediante uno o mas polipéptidos descritos en la presente descripcion (uno o mas RTN); y (b) la progenie del
organismo de la subparte (a).

En algunas modalidades, la célula o animal transgénico no humano, colonia o progenie de esta comprende una secuencia
de acido nucleico heterélogo que comprende un marcador seleccionable o un gen ortélogo. En algunas modalidades, el
al menos un organismo y la progenie comprenden ademas al menos una repeticion terminal invertida de un transposoén o
variante de este.

En algunas modalidades, el al menos un organismo y la progenie comprenden ademas un acido nucleico que comprende
una secuencia de acido nucleico que es al menos 70 % homdlogo a cualquiera o una combinacion de: SEQ ID NO:1 a
19, o cualquier secuencia de la Tabla 1, o cualesquiera variantes o fragmentos funcionales de esta. En algunas
modalidades, la descripcion se refiere a un método para generar uno o mas organismos modificados genéticamente que
comprende: (a) poner en contacto al menos una célula madre derivada del linaje de la linea germinal de un animal no
humano o planta por la célula madre con: (i) al menos un RTN que muta un gen de interés; o (ii) al menos un vector de
expresion que codifica un RTN que muta un gen de interés, lo que crea de esta manera al menos una célula madre que
comprende al menos una mutacion en un gen de interés; (b) expandir un cultivo in vitro de al menos una célula madre
que comprende al menos una mutacion en un gen de interés; (c) implantar una o mas células madre del cultivo de la etapa
(b) en un organismo.

En algunas modalidades, la descripcion se refiere a un método para generar uno o mas organismos modificados
genéticamente que comprende: (a) poner en contacto al menos un primer y un segundo conjunto de células madre
derivadas del linaje de la linea germinal de un animal no humano o planta con: (i) al menos un RTN que muta un gen de
interés; o (ii) al menos un vector de expresion que codifica un RTN que muta un gen de interés, lo que crea de esta manera
al menos un primer y un segundo conjunto de células madre que comprenden al menos una mutacién en un gen de
interés; (b) expandir un cultivo in vitro de al menos una célula madre que comprende al menos una mutacién en un gen
de interés;

(c) implantar uno o mas conjuntos de células madre a partir del cultivo de la etapa (b) en un organismo. En algunas
modalidades, el método comprende ademas un tercer, cuarto, quinto, sexto, séptimo, octavo, noveno o diez o mas
conjuntos de células madre que se han mutado de una manera especifica de sitio por un RTN y, en cuyo caso, después
de expandir cada uno del tercer, cuarto, quinto, sexto, séptimo, octavo, noveno o diez 0 mas conjuntos de células madre
mutadas, cada conjunto se trasplanta en un solo organismo. En algunas modalidades, el organismo individual que
comprende un conjunto de células madre mutadas es un hombre estéril.

En algunas modalidades de la descripcion, el organismo es capaz de transmitir al menos una mutacioén en un gen de
interés a la progenie mediante transmision por la linea germinal. En algunas modalidades, el organismo modificado
genéticamente es un mamifero no humano. En algunas modalidades, el organismo modificado genéticamente es una rata
o un minicerdo. En algunas modalidades, el organismo modificado genéticamente es una rata macho estéril o un minicerdo
macho estéril.

Descrito alli, el método comprende ademas: reproducir el organismo implantado con la una o mas células madre con otro

animal no humano para generar una o mas progenie que comprenda el gen mutado de interés. Descrito alli, el método
comprende, ademas: reproducir el organismo implantado con uno o mas conjuntos de células madre con otro animal no
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humano para generar una o mas progenies que comprendan uno o mas genes mutados de interés que correspondan a
cada una de las lineas de células madre mutantes.

En algunas modalidades, la progenie son mamiferos.

En algunas modalidades de la descripcion, un método de reproduccion de una colonia de organismos modificados
genéticamente comprende:

(a) poner en contacto al menos una célula madre derivada del linaje de la linea germinal de un animal no humano o planta
por la célula madre con: (i) al menos un RTN que muta un gen de interés; o (ii) al menos un vector de expresiéon que
codifica un RTN que muta un gen de interés, lo que crea de esta manera una célula madre que comprende al menos una
mutacién en un gen de interés;

(b) expandir un cultivo in vitro de la célula madre que comprende al menos una mutacién en un gen de interés;

(c) implantar la al menos una célula madre que comprende al menos una mutacién en un gen de interés del cultivo de la
etapa (b) en un primer organismo.

(d) reproducir el primer organismo con un segundo organismo de la misma especie;

(e) seleccionar la progenie del primer y segundo organismo que comprende al menos una mutacion en un gen de interés;
y

(f) reproducir la progenie para crear una colonia de organismos que comprenda la al menos una mutacién en un gen de
interés.

En algunas modalidades, el primer y el segundo organismo son mamiferos.

En algunas modalidades, el primer y el segundo organismo son ratas o minicerdos.

En algunas modalidades, la descripciéon se refiere a un método de fabricacion de una primera generacion filial de
organismos modificados genéticamente que comprende dos o mas subconjuntos distintos de organismos, el método
comprende:

(a) poner en contacto una primera célula madre con: (i) un RTN que muta un primer gen de interés; o (ii) un vector de
expresion que codifica un RTN que muta un primer gen de interés; lo que crea de esta manera una primera célula madre

que comprende una primera mutacion;

(b) poner en contacto una segunda célula madre con un agente modificador, lo que crea de esta manera una segunda
célula madre que comprende una segunda mutacion;

(c) expandir un cultivo in vitro de cada una de las células madre primera y segunda;

(d) implantar una poblacion mixta de células madre que comprende la primera y la segunda células madre en un
organismo;

(e) reproducir el organismo con otro organismo de la misma especie.
En algunas modalidades, la primera generacion filial de organismos modificados genéticamente comprende dos o mas
conjuntos de organismos, cada conjunto comprende una mutacion de interés distinta derivada a partir de un haplotipo de

células madre distintas trasplantadas en un progenitor del organismo.

En algunas modalidades, al menos una célula madre de la poblacién mixta es una célula madre espermatogonial no
humana de un mamifero.

En algunas modalidades, el organismo es un mamifero.
En algunas modalidades, el kit comprende:

(a) un RTN o una secuencia de acido nucleico que codifica un RTN que escinde una secuencia de acido nucleico en un
gen de interés; y

(b) un manual de instrucciones que comprende instrucciones; y, opcionalmente

En algunas modalidades, el kit comprende:
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(a) En algunas modalidades; y, opcionalmente

(b) medios de cultivo para la una o mas células madre o uno o mas embriones no humanos. En algunas modalidades, el
kit comprende:

(a) un RTN o una secuencia de acido nucleico que codifica un RTN que escinde una secuencia de acido nucleico en un
gen de interés; y opcionalmente

(b) medios de cultivo para la una o mas células madre o uno o mas embriones no humanos.
En algunas modalidades, el kit comprende:

(a) un RTN o una secuencia de acido nucleico que codifica un RTN que escinde una secuencia de acido nucleico en un
gen de interés; y

(b) una o mas lineas de células madre derivadas de un linaje de linea germinal no humana de animal o planta; vy,
opcionalmente

(c) medios de cultivo para la una o mas células madre o uno o mas embriones no humanos; y, opcionalmente

(d) un manual de instrucciones que comprende instrucciones sobre como mutar la una o mas células madre con el RTN
0 una secuencia de acido nucleico que codifica el RTN que escinde una secuencia de acido nucleico en un gen de interés.

Tabla 1
Isteqvvaia snkggkgale avkahlldll gapyv
Isteqvvava snkggkqala aveaqllrir aapye
Inteqvvava snkggkqale avgaqllalr avpya
Isteqvvava snkggkqvle avgagllalr avpye
Isteqvvaia snkggkgale avkahlldll gapyv
Isteqvvaia snkggkgale avkahlldll gapyv
Isteqvvaia snkggkqgale avkahlldll gapyv
Isteqvvaia snkggkqale avkaqllelr gapya
Isteqvvava snkggkqala aveaqllrir aapye
Isteqvvaia snkggkqgale avkahlldll gapyv
Isteqvvaia snkggkgale avkahlldll gapyv
Isteqvvaia snnggkqale avkaglldir gapya
Isteqvvaia snnggkqale avkaglpvir rapyg
Ispeqvvaia snnggkpale avkagllelr aapye
Ispeqvvaia snnggkpale avkalllalr aapye
Isteqvvaia snnggkpale avkalllelr aapye
Isteqvvaia snnggkqale avktgllalr tapye
Isteqvvaia snnggkqale avkaglpalr aapye
Isteqvvaia snnggkqale avkagllvir aapyg
Istaqvvaia annggkgale avrallpvir vapye
Ispeqvvaia snnggkqgale avkagllelr aapye
Isteqvvaia snnggkqale avkagllelr aapye
Ispeqvvaia snnggkqgale avkagllelr aapye
Isteqvvaia snnggkqale avkagllelr aapye
Ispeqvvaia snnggkqgale avkagllelr aapye

Isteqvvvia snnggkqgale avkaqllalr aapye
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Isteqvvaia snnggkqale avkalllelr aapye
Isteqvvaia snnggkqale avktgllalr tapye
Isteqvvaia snnggkqale avkaglpalr aapye
Ispeqvvaia snnggkqgale avrallpvir vapye
Istaqgvvaia sngggkqale gigeqllklr tapyg
Isteqvvaia sngggkqale gigkglgelr aaphg
Istggvvaia sngggrqale avreqllalr avpye
Istggvvaia sngggrqale avreqllalr avpye
Istaqvvaia sngggkqale gigeqllklr tapyg
Istaqvvaia sngggkqale gigeqllklr tapyg
Istaqvvaia sngggkqale gigeqlrkir tapyg
Istaqgvvaia sngggkqale gigeqllklr tapyg
Isteqvvaia sngggkqale gigkglgelr aaphg
Intagvvaia shdggkpale avwaklpvir gvpye
Intagvvaia shdggkpale avwaklpvir gvpye
Intagvvaia shdggkpale avwaklpvir gvpya
Isteqvvaia shdggkqale avgaqlvalr aapya
Istaqvvaia shdggngale avgtglvalr aapya
Isteqvvaia shdggkqale avgaqlvalr aapya
Intaqgivaia shdggkpale avwaklpvir gapya
Istagvvava shdggkpale avrkqlpvir gvphq
Istaqvvaia shdggkpale avwaklpvir gapya
Intagvvaia shdggkpale avwaklpvir gvpye
Intagvvaia shdggkpale avwaklpvir gvpya
Istagvvaia shdggkqale avgaqlvelr aapya
Isteqvvaia shdggkqale avgaqlvalr aapya
Intagvvaia shdggkpale avraklpvir gvpya
Itpggvvaia shdggkpale avwaklpvir gvpya
Itpggvvaia shdggkpale avwaklpvir gvpya
Istagvatia ssiggrqale avkvqlpvir aapyg
Isteqvvvia nsiggkqgale avkvqlpvir aapye
Isteqvvvia nsiggkqgale avkvqlpvir aapye

Istagvatia ssiggrqale avkvqlpvir aapyg
EJEMPLOS

Ejemplo 1: Generar vectores de acido nucleico con TAL de Ralstonia (RTAL) con andlisis funcional

El analisis de conglomerado y revisiéon de homologias de secuencia de genoma de Ralsfonia revel6 la secuencia de SEQ
ID NO:1 que es homdloga a las secuencias TAL conocidas.

Las secuencias de acido nucleico que codifican los polipéptidos descritos en la presente descripcién se crearan a través
de técnicas de biologia molecular conocidas por los expertos en la técnica. Las secuencias de ADN, por ejemplo, se
sintetizaran con los sitios de restriccion Xbal y/o Sall que flanquean cada secuencia de acido nucleico que codifica las
poliproteinas de la descripcion. Se realizara la reaccién en cadena de la polimerasa para amplificar el ADN con ciertos
sitios de endonucleasa de restriccion. Las secuencias se purificaran en gel, se aislaran y se reconstituiran en agua o
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tampoén adecuado para las reacciones de union. Un plasmido que codifica una proteina con funcion efectora (tal como la
funcién nucleasa) que comprende los elementos reguladores necesarios se unira a una o mas de las secuencias de acido
nucleico que codifican las siguientes secuencias en los sitios de clonacion multiples del plasmido:

a. LSTEQVVAIAS NK GGKQALEAVKAHLLDLLGAPYV
b. LSTEQVVAIAS NN GGKQALEAVKAQLLELRAAPYE
c. LSTAQVVAIAS NG GGKQALEGIGEQLLKLRTAPYG

d. LSTAQVVAIAS HD GGKPALEAVWAKLPVLRGVPYA
e. LSTEQVVTIAS S| GGKQALEAVKVQLPVLRAAPYE

Las secuencias de plasmidos se transformaran en bacterias adecuadas para la produccion de elevados numeros de
copias de plasmidos. Los plasmidos que contienen al menos un polipéptido anterior pueden seleccionarse mediante el
uso de seleccion con antibidticos, aislarse y purificarse a partir de células bacterianas mediante el uso de técnicas
conocidas por los expertos en la técnica.

Ademas, se construiran plasmidos y se validaran las pruebas in vitro de polipéptidos de unién al ADN expresados
mediante el uso de los métodos descritos en Nature Biotechnology 2012 Mayo; 30(5):460-5. "FLASH assembly of TALENs
for high-throughput genome editing". Reyon D, Tsai SQ, Khayter C, Foden JA, Sander JD, Joung JK.

Construccion de un archivo de plasmidos que codifican repeticiones de TALE preensambladas

Intentamos construir matrices de repeticiones de TALE mediante el uso de la misma arquitectura descrita por primera vez
por Miller, J.C. y otros "A TALE nuclease architecture for efficient genome editing." Nat Biotechnol. 2011; 29:143-148 en
la que las cadenas principales de repeticiones de TALE que difieren ligeramente en sus secuencias de aminoacidos y
ADN se producen en un patrén repetido. En algunas modalidades, designamos la primera repeticion de TALE amino-
terminal en un conjunto como la unidad a. Esto se sigue por las unidades 8, y y 8 y después una unidad € que es
esencialmente idéntica a la unidad a, excepto por el posicionamiento diferente de un sitio de restriccion Tipo IIS en el
extremo 5' (requerido para permitir la creacion de un saliente Unico en la unidad a necesario para la clonacion). La unidad
€ se sigue nuevamente por repeticiones de unidades B, y, d y €. Debido a las restricciones relacionadas con la creacion
de un extremo 3' requerido para la clonacion, se requirieron secuencias de ADN ligeramente modificadas para las matrices
de repeticiones de TALE que terminan con una unidad y o € carboxiterminal.

Preparacion de fragmentos de ADN que codifican repeticiones de TALE para ensamblaje mediante FLASH

Para preparar fragmentos de ADN que codifican unidades a para su uso en el ensamblaje mediante FLASH, realizaremos
20 rondas de PCR con cada plasmido de unidad a como plantilla mediante el uso de los cebadores 0JS2581(5'-Biotina-
TCTAGAGAAGACAAGAACCTGACC-3'") y 0JS2582(5-GGATCCGGTCTCTTAAGGCCGTGG-3"). Los productos de PCR
resultantes se biotinilaran en el extremo 5'. A continuacién, cada producto de PCR a se digerira con 40 unidades de
enzima de restriccion Bsal-HF para generar salientes de 4 pb, purificados mediante el uso del kit de purificacion de PCR
QIlAquick (QIAGEN) de acuerdo con las instrucciones del fabricante, excepto que el producto final se eluira en 50 pl de
EB 0,1 X.

Para preparar fragmentos de ADN que codifican repeticiones de polipéptidos, digeriremos 10 ug de cada uno de estos
plasmidos con 50 unidades de enzima de restriccion Bbsl en NEBuffer 2 durante 2 horas a 37 °C seguido de digestiones
de restriccion en serie realizados en NEBuffer 4 a 37 °C mediante el uso de 100 unidades de cada una de las enzimas
Xbal, BamHI-HF y Sall-HF que se afiadiran a intervalos de 5 minutos. El ultimo conjunto de digestiones de restriccion se
disefiara para escindir la cadena principal del plasmido para garantizar que este fragmento de ADN mas grande no
interfiera con las ligaduras posteriores realizadas durante el proceso de ensamblaje mediante FLASH. Estas reacciones
de digestion de restriccion se purificaran mediante el uso del kit de purificacion por PCR QlAquick (QIAGEN) de acuerdo
con las instrucciones del fabricante, excepto que el producto final se eluira en 180 ul de EB 0,1 X.

Ensamblaje mediante FLASH automatizado

Todas las etapas del ensamblaje por FLASH se realizaran mediante el uso de una estacion de trabajo para manejo de
liquidos Sciclone G3 (Caliper) o un dispositivo similar vendido por otra compafiia en placas de 96 pocillos y mediante el
uso de un iman SPRIplate de 96 anillos (Beckman Coulter Genomics) y un iman lateral DynaMag-96 (Life Technologies).
En la primera etapa de FLASH, un fragmento de unidad a biotinilada se unira al primer fragmento Byde y después los
fragmentos afyde resultantes se uniran a perlas magnéticas recubiertas de estreptavidina Dynabeads MyOne C1 (Life
Technologies) en tampon B&W 2 X. A continuacion, las perlas se atraeran hacia el lado del pocillo al colocar la placa en
el iman y después se lavaran con 100 pl de tampdn B&W con Tween 20 al 0,005 % (Sigma) y nuevamente con 100 pl de
albumina de suero bovino 0,1 mg/ml (BSA) (New England Biolabs). Se uniran fragmentos Byd¢ adicionales al retirar la
placa del iman, resuspender las perlas en solucion en cada pocillo, digerir el fragmento unido a la perla con la enzima de
restriccion Bsal-HF, colocar la placa en el iman, lavar con 100 yl de B&W/Tween20 seguido de 100 pl de BSA 0,1 mg/ml,
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y después unir el siguiente fragmento. Este proceso se repetira varias veces con unidades Byde adicionales para extender
el fragmento unido a la perla. El ultimo fragmento a unir siempre es una unidad (3, By*, Byd o &¢* para permitir la clonacion
del fragmento de longitud completa en vectores de expresion (tenga en cuenta que los fragmentos que terminan con una
unidad d¢* siempre iran precedidos de la unién de una unidad By).

El fragmento final unido a la perla de longitud completa se digerira con 40 unidades de enzima de restriccion Bsal-HF
seguido de 25 unidades de enzima de restriccion Bbsl (New England Biolabs). La digestion con Bbsl liberara el fragmento
de las perlas y generara un saliente Unico 5' para la clonacion del fragmento. La digestion con Bsal-HF resulta en la
creacién de un saliente Unico 3' para la clonacion.

Subclonacion de fragmentos de ADN que codifican el conjunto de repeticiones TALE en vectores de expresion TALEN

Subclonaremos fragmentos de ADN que codifican nuestras matrices de repeticiones TALE ensambladas mediante FLASH
en vectores de expresion TALE. En algunas modalidades, habra 4 o mas plasmidos separados. En algunas modalidades,
los vectores incluiran un promotor de CMV, un codén de inicio de traduccién optimizado para la expresiéon de células de
mamifero, una etiqueta de epitopo FLAG triple, una sefal de localizaciéon nuclear, aminoacidos 153 a 288 de la proteina
TALE 13 (segun se numeraron por Miller y otros 6), dos sitios de restriccion de tipo [IS BsmBl Unicos y posicionados
cercanamente, un dominio de repeticion TALE 0,5 que codifica los RVD, aminoacidos 715 a 777 de la proteina TALE 13,
y el dominio de escision Fokl de tipo salvaje.

Todos los fragmentos de ADN ensamblados mediante FLASH poseeran salientes que permitiran la clonacion direccional
en cualquiera de los vectores de expresion que se digeriran con BsmBl. Los vectores de expresion TALEN estandar (cada
uno con una repeticion TALE 0,5 diferente) estan disponibles de proveedores tales como Addgene y las secuencias
completas de estos plasmidos estan disponibles gratuitamente en una pagina web dedicada a estos constructos:
http://www.addgene.org/talengineering/ expressionvectors/ para la construccion sintética.

Para preparar un vector de expresion TALEN para la subclonacion, digeriremos 5 ug de ADN plasmidico con 50 unidades
de enzima de restriccion BsmBI (New England Biolabs) en NEBuffer 3 durante 8 horas a 55 grados C. El ADN digerido se
purificara mediante el uso de 90 pl de perlas Ampure XP (Agencourt) de acuerdo con las instrucciones del fabricante y se
diluiran a una concentracion final de 5 ng/pl en TrisHCI 1 mM. Los conjuntos de repeticiones TALE ensambladas mediante
FLASH se uniran en vectores de expresion TALEN mediante el uso de 400 U de ADN ligasa T4 (New England Biolabs).
Los productos de unién se transformaran en células XL-1 Blue quimicamente competentes. Tipicamente, se escogeran
seis colonias para cada union y se aislara el ADN plasmidico mediante un procedimiento Miniprep de lisis alcalina.
Simultdneamente, las mismas colonias se examinaran por PCR mediante el uso de los cebadores 0SQT34 (5'-
GACGGTGGCTGTCAAATACCAAGATATG-3') y 0oSQT35 (5-TCTCCTCCAGTTCACTTTTGACTAGTTGGG-3'). Los
productos de PCR se analizaran en un sistema de electroforesis capilar QlAxcel (Qiagen). EI ADN miniprep de los clones
que contenian productos de PCR de tamafio correcto se enviara para la confirmacién de la secuencia de ADN con los
cebadores 0SQT1 (5-AGTAACAGCGGTAGAGGCAG-3'), 0SQT3 (5'-ATTGGGCTACGATGGACTCC-3'), y 0JS2980 (5'-
TTAATTCAATATATTCATGAGGCAC-3'); 0SQT1 hibrida en el extremo 5' de la secuencia codificante del conjunto de
repeticiones TALE y permitira la secuenciacion de la mitad amino-terminal del conjunto ensamblado, 0SQT3 hibrida en el
extremo 3' de la secuencia codificante del conjunto de repeticiones TALE y permite la secuenciacion de la mitad carboxi
terminal del conjunto ensamblado, y 0JS2980 se prepara dentro de la secuencia codificante del dominio Fokl (aguas abajo
de 0SQT3) y permitira la secuenciacion y verificacion del dominio de repeticion de TALE 0,5 carboxi terminal.

Tamizaremos seis colonias para cada ensamblaje como se describié anteriormente, seguido de seis colonias adicionales
si es necesario. Con este enfoque, uno o mas clones verificados en secuencia para >90 % de las reacciones de
ensamblaje. Estos porcentajes se derivaran principalmente de experimentos disefiados para construir fragmentos de ADN
que codifican 16,5 repeticiones TALE.

Actividad TALEN EGFP y ensayos de toxicidad

Los ensayos con indicador EGFP se realizaran en una linea celular humana U20S clonal que porta un constructo
integrado que expresa constitutivamente una proteina de fusion EGFP-PEST. Esta linea clonal se derivara de una linea
indicadora policlonal EGFP-PEST U20S. Las células EGFP-PEST U20S clonales se cultivaran en DMEM avanzado (Life
Technologies) suplementado con FBS al 10 %, GlutaMax (Life Technologies) 2 mM, penicilina/estreptomicina y 400 pg/ml
de G418. Las células se transfectaran por triplicado con 500 ng de cada ADN plasmidico TALEN y 50 ng de ADN
plasmidico ptdTomato-N1 mediante el uso de un sistema 4D-Nucleofector Lonza, solucion SE y el programa DN-100 de
acuerdo con las instrucciones del fabricante. Como control negativo se transfectara por triplicado solamente 1 yg de
plasmido ptdTomato-N1. Las células se analizaran para determinar la expresion de EGFP y tdTomato a los 2 y 5 dias
después de la transfeccion mediante el uso de un citdmetro de flujo BD FACSArriall.

Amplificacion por PCR y verificacion de secuencia de genes humanos endogenos
Las reacciones de PCR para amplificar los loci objetivos se realizaran mediante el uso de los cebadores que se muestran

en la Tabla complementaria 5. Se realizaran condiciones de PCR estandar con ADN polimerasa de alta fidelidad Phusion
Hot Start Il (Thermo-Fisher) de acuerdo con las instrucciones del fabricante durante 35 ciclos (98 °C, desnaturalizacion
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10 s; 68 °C, hibridacion 15 s; 72 °C, extension 30 s). Para los loci que no se amplifican en condiciones estandar, usaremos
una de las siguientes modificaciones: 1) la adicion de betaina a una concentracion final de 1,8 M, 2) PCR touchdown ([98
°C, 10 s; 72-62 °C, -1 °Clciclo, 15s; 72 °C, 30s]10 cicios, [98 °C, 10's; 62 °C, -1 °C/ciclo, 15s; 72 °C, 30 s]25 ciclos) cOn betaina
1,8 M, y 3) la adicion de DMSO al 3 % o0 5 % y una temperatura de hibridacién de 65 °C. Los productos de PCR se
analizaran para determinar el tamafio correcto en un sistema de electroforesis capilar QlAxcel. Los productos de tamafio
correcto se trataran con ExoSap-IT (Affymetrix) para eliminar los nucleétidos o cebadores no incorporados y se enviaran
para secuenciar el ADN para confirmar la secuencia del gen enddgeno.

Ensayo de endonucleasa | T7 para cuantificar la mutacion mediada por NHEJ de genes humanos enddgenos

Las células U20S-EGFP se cultivaran y transfectaran por duplicado como se describié anteriormente. El ADN genémico
se aisl6 a partir de células transfectadas con plasmidos control o codificadores de TALEN mediante el uso de un sistema
de purificacion basado en perlas magnéticas de alto rendimiento (Agencourt DNAdvance) de acuerdo con las instrucciones
del fabricante. La PCR para amplificar loci endégenos se realizara durante 35 ciclos como se describié anteriormente y
los fragmentos se purificaran con Ampure XP (Agencourt) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. 200 ng de
producto de PCR purificado se desnaturalizaran y se volveran a hibridar en NEBuffer 2 (New England Biolabs) mediante
el uso de un termociclador con el siguiente protocolo (95 °C, 5 min; 95-85 °C a -2 °C/s; 85-25 °C a -0.1 °C/s; mantener a
4 °C).33 Los productos de PCR hibridados se trataron con 10 U de Endonucleasa | T7 a 37 °C durante 15 minutos en un
volumen de reaccién de 20 pul. Las reacciones se detuvieron mediante la adiciéon de 2 ul de EDTA 0,5 M, se purificaron
con Ampure XP y se cuantificaron en un sistema de electroforesis capilar QlAxcel mediante el uso del método OM500. La
suma del area debajo de los picos de escision especificos de TALEN (expresada como un porcentaje del pico del amplicon
parental, indica una fracciéon escindida) se usa para estimar los niveles de modificacion génica mediante el uso de la
siguiente ecuacion como se describio previamente.

(% de modificacion de gen = 100 x (1-(1-fraccion escindida)'?)
Ejemplo 2

Se sintetizaron cinco fragmentos que se muestran mas abajo y cada uno se cloné en un pUC57 modificado: pUC57-ABsal
(vectores como se describe en Juong y otros articulos sobre ensamblaje mediante FLASH). Contiene un solo cambio de
pares de bases para romper un sitio de Bsal) con Xbal y BamHI.

EBE de RTN1:
NK:

Xbal Bbsl
ATGCA TA"CTAGA-GAAGACAANCTGA-
GCACCGAGCAGGTGGTGGCCATCGCCAGCAACAAGGGCGGCAAGCAGGCCCTG
GAGGCCGTGAAGGCCCACCTGCTGGACCTGCTGGGCGCCCCCTACGAG-

CTGAMAGAGACC-GM"GATCC(CGGGC) Bsal
BamHI
NN:
ATGCA
TCTAGAGAAGACAACTGAGCACCGAGCAGGTGGTGGCCATCGCCAGCAACAACG
GCGGCAAGCAGGCCCTGGAGGCCGTGAAGGCCCAGCTGCTGGAGCTGAGGGCCG
CCCCCTACGAGCTGAAGAGACCGGATCC CGGGC
NG:
ATGCA
TCTAGAGAAGACAACTGAGCACCGagCAGGTGGTGGCCATCGCCAGCAACGGCG
GCGGCAAGCAGGCCCTGGAGGGCATCGGCGAGCAGCTGCTGAAGCTGAGGACC
GCCCCCTACGAGCTGAAGAGACCGGATCC CGGGC
HD:
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ATGCA
TCTAGAGAAGACAACTGAGCACCGagCAGGTGGTGGCCATCGCCAGCCACGACG
GCGGCAAGCCCGCCCTGGAGGCCGTGTGGGCCAAGCTGCCCGTGCTGAGGGGCG
TGCCCTACGAGCTGAAGAGACCGGATCC CGGGC

Sl:

ATGCA
TCTAGAGAAGACAACTGAGCACCGAGCAGGTGGTGACCATCGCCAGCAGCATCG
GCGGCAAGCAGGCCCTGGAGGCCGTGAAGGTGCAGCTGCCCGTGCTGAGGGCCG
CCCCCTACGAGCTGAAGAGACCGGATCC CGGGC

Como prueba de principio, estos fragmentos clonados se usaran para generar proteinas quiméricas de seis unidades de
repeticion fusionadas a la nucleasa Fokl, mediante el protocolo exacto en el articulo sobre las TALEN mediante FLASH
de Joung, es decir, una proteina quimérica que se dirige a una cadena de nucleétidos A (C, T y G). A continuacion, estas
proteinas quiméricas se evaluaran para determinar la eficiencia de unién/direccionamiento a las bases de ADN deseadas
mediante el uso de un constructo indicador.

Una vez que se confirma la eficiencia de union de estas unidades, se generara una biblioteca de EBE de Ralstonia que
sera una copia exacta de la biblioteca de EBE de Xanthomonas de TALEN mediante FLASH. Esta biblioteca puede usarse
para generar TALEN de Ralstonia mediante el protocolo exacto del sistema de TALEN mediante FLASH.

Ejemplo 3. Generacién de vectores de acido nucleico con metilesterasa

Las secuencias adicionales clonadas a partir de otras especies o clonadas a partir de la misma especie pueden usarse
funcionalmente como una enzima ya sea por si mismas o en serie como un monomero o polimero (fusién de proteinas)
para realizar cualquiera de los experimentos descritos en la presente descripcion con reconocimiento de ADN. Se cred
una secuencia consenso de identificacion de RVD mediante el uso de técnicas de optimizacion de secuencia conocidas
en la técnica. Se realiz6 una busqueda BLAST a lo largo de secuencias de metilesterasa en especies bacterianas (ver
Figura 1). Se identificaron los siguientes polipéptidos con capacidad de reconocimiento de pares de bases de ADN
similares a las secuencias de acido nucleico y los polipéptidos descritos en la presente SEQ ID NO:1-19:

EBE de TAL contra metilesterasas
#1

EBE de consenso de Xanthomonas
LTPDQVVAIASNGGGKQALETVQRLLPVLCQDHG
LTPEQVVAIANNNGGKQALETVQRLLPVLCQAHG
LTPDQVVAIASHDGGKQALETVQRLLPVLCQAHG
LTPAQVVAIASNIGGKQALETVQRLLPVLCQDHG

EJO92907 166 TTDRVVALGTSTGGTQALEVVLRQLPVDC 194

YP_ 001187060 166 TTDRVVALGTSTGGTQALEVVLRQLPVDC 194
YP_ 003847734 169 MTSEQIVAIGTSTGGTQALEAVLTALPRVC 198
ZP_ 08780698 167 TTDRVVAIGTSTGGTQALEVVLTALPRVC 195
YP_ 004846745 185 TTERIVAIGTSTGGTQALETVLHRLPATC 213
YP_ 005027668 186 TTDKIIAIGTSTGGTQALEAVLTKLPAVC 214
ZP__ 10991552 174 TTERIVAIGTSTGGTQALETVLTALPRVC 202

YP_ 001792820 162 TTERVVALGTSTGGTQALEVVLRTLPRVC 190
EKE17764 172 TTDQLIAIGTSTGGTQALEAILTKLPATC 200

ZP_ 03698248 178 TTERIVAIGTSTGGTQALETVLPRLPATC 206
EGH48032 11 TTERIVAIGTSTGGTQALEAVLTALPRVC 39
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ZP__ 06495900 1 TTERIVAIGTSTGGTQALEAVLTALPRVC 29
ZP__ 10381001 76 TTERIVAIGTSTGGTQALEAVLTALPRVC 104
ZP_ 10442431 158 TSDKVVAIGASTGGTQALELLLTGLPAVC 186

#2

ZP__ 10991552 174 TTERIVAIGTSTGGTQALETVLTALPRVC 202
EGH48032 11 TTERIVAIGTSTGGTQALEAVLTALPRVC 39

ZP__ 06495900 1 TTERIVAIGTSTGGTQALEAVLTALPRVC 29
EGH61007 172 TTERIVAIGTSTGGTQALEAVLTALPRVC 200
EGH06695 172 TTERIVAIGTSTGGTQALEAVLTALPRVC 200
EGH31878 172 TTERIVAIGTSTGGTQALEAVLTALPRVC 200
EGH66597 172 TTERIVAIGTSTGGTQALEAVLTALPRVC 200

ZP__ 07003572 172 TTERIVAIGTSTGGTQALEAVLTALPRVC 200
ZP_ 06457223 172 TTERIVAIGTSTGGTQALEAVLTALPRVC 200
ZP_ 04590480 172 TTERIVAIGTSTGGTQALEAVLTALPRVC 200
ZP_ 07251539 172 TTERIVAIGTSTGGTQALEAVLTALPRVC 200
NP_ 790747 172 TTERIVAIGTSTGGTQALEAVLTALPRVC 200
EGH77388 172 TTERIVAIGTSTGGTQALEAVLTALPRVC 200
EFW86187 172 TTERIVAIGTSTGGTQALEAVLTALPRVC 200
EGH54563 172 TTERIVAIGTSTGGTQALEAVLTALPRVC 200

YP_ 233877 172 TTERIVAIGTSTGGTQALEAVLTALPRVC 200
EGH23390 172 TTERIVAIGTSTGGTQALEAVLTALPRVC 200

ZP_ 05638023 172 TTERIVAIGTSTGGTQALEAVLTALPRVC 200
EGH71924 106 TTERIVAIGTSTGGTQALEAVLTALPRVC 134
EFW82095 172 TTERIVAIGTSTGGTQALEAVLTALPRVC 200

ZP_ 07265841 172 TTERIVAIGTSTGGTQALEAVLTALPRVC 200
YP_ 273082 172 TTERIVAIGTSTGGTQALEAVLTALPRVC 200

YP_ 004030667 117 FSQADIVRIADNIGGAQALKAVLEHGPTL 145
YP_ 004030667 186 ADIVKIASNGGGAQALEAVAMHGSTLCE 213
YP_ 004030667 153 ADIVKIAGNGGGARALKAVVMHGPTLCE 180
ZP__ 10995147 155 TTDRVVALGCSTGGTQALEFILRQLPRDC 183
EGH56182 30 ALAAAVGGKGALEVPANLIPANCE 53

YP_ 003907367 173 RIVAIGTSTGGTQALEVVLTALP 195

EBE1 LTPDQVVAIASNGGGKQALETVQRLLPVLCQDHG 34
EBE4 LTPAQVVAIASNIGGKQALETVQRLLPVLCQDHG 34
EBE3 LTPDQVVAIASHDGGKQALETVQRLLPVLCQAHG 34
EBE2 LTPEQVVAIANNNGGKQALETVQRLLPVLCQAHG 34
ZP_07265841_2 -TTERIVAIGTSTGGTQALEAVLTALPRVC---- 29
YP_273082_2 -TTERIVAIGTSTGGTQALEAVLTALPRVC---- 29
EFW82095_2 -TTERIVAIGTSTGGTQALEAVLTALPRVC---- 29
EGH71924_2 -TTERIVAIGTSTGGTQALEAVLTALPRVC---- 29
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Ejemplo 4

Un par de EBE especificos de Bmpr2 (dominio de unién al ADN de Ralstonia, 16EBE cada uno) se sintetizaron por genes
y se clonaron en XTN-BB (cadena principal de TAL de Xanthomonas fusionada a Fokl). Estos constructos se

ZP 05638023 2
EGH23390_2
YP_233877 2
EGH54563 2
EFW86187_2
EGH77388 2
NP_790747 2
ZP 07251539 _2
ZP_04590480_2
ZP 06457223 2
ZP_07003572_2
EGH66597 2
EGH31878_2
EGH06695 2
EGH61007_2
ZP_06495900_2
EGH48032_2
ZP 10381001
ZP_06495900
EGH48032
YP_003847734
ZP 10991552
ZP_10991552_2
YP_003907367_2
EJ092907
YP_001187060
ZP 10995147 2
YP_001792820
ZP_ 08780698
YP_004846745
ZP 03698248
YP_005027668
EKE17764

ZP 10442431

YP_004030667_2b
YP_004030667_2c
YP_004030667_2a

EGH56182_2

ES 2778033 T3

-TTERIVAIGTSTGGTQALEAVLTALPRVC---- 29
-TTERIVAIGTSTGGTQALEAVLTALPRVC---- 29
-TTERIVAIGTSTGGTQALEAVLTALPRVC---- 29
-TTERIVAIGTSTGGTQALEAVLTALPRVC---- 29
-TTERIVAIGTSTGGTQALEAVLTALPRVC---- 29
-TTERIVAIGTSTGGTQALEAVLTALPRVC---- 29
-TTERIVAIGTSTGGTQALEAVLTALPRVC---- 29
-TTERIVAIGTSTGGTQALEAVLTALPRVC---- 29
-TTERIVAIGTSTGGTQALEAVLTALPRVC---- 29
-TTERIVAIGTSTGGTQALEAVLTALPRVC---- 29
-TTERIVAIGTSTGGTQALEAVLTALPRVC---- 29
-TTERIVAIGTSTGGTQALEAVLTALPRVC---- 29
-TTERIVAIGTSTGGTQALEAVLTALPRVC---- 29
-TTERIVAIGTSTGGTQALEAVLTALPRVC---- 29
-TTERIVAIGTSTGGTQALEAVLTALPRVC---- 29
-TTERIVAIGTSTGGTQALEAVLTALPRVC---- 29
-TTERIVAIGTSTGGTQALEAVLTALPRVC---- 29
-TTERIVAIGTSTGGTQALEAVLTALPRVC---- 29
-TTERIVAIGTSTGGTQALEAVLTALPRVC---- 29
-TTERIV AIGTSTGGTQALEA VLTALPRVC---- 29
MTSEQIVAIGTSTGGTQALEAVLTALPRVC---- 30
-TTERIVAIGTSTGGTQALETVLTALPRVC---- 29
-TTERIVAIGTSTGGTQALETVLTALPRVC---- 29
--—-RIVAIGTSTGGTQALEVVLTALP------- 23
-TTDRVVALGTSTGGTQALEVVLRQLPVDC---- 29
-TTDRVVALGTSTGGTQALEVVLRQLPVDC---- 29
-TTDRVVALGCSTGGTQALEFILRQLPRDC---- 29
-TTERVVALGTSTGGTQALEVVLRTLPRVC---- 29
-TTDRVVAIGTSTGGTQALEVVLTALPRVC---- 29
-TTERIVAIGTSTGGTQALETVLHRLPATC---- 29
-TTERIVAIGTSTGGTQALETVLPRLPATC---- 29
-TTDKHAIGTSTGGTQALEAVLTKLPAVC---- 29
-TTDQLIAIGTSTGGTQALEAILTKLPATC---- 29
-TSDKVVAIGASTGGTQALELLLTGLPAVC---- 29
---ADIVKIASNGGGAQALEAVAMHGSTLCE--- 28
---ADIVKIAGNGGGARALKAVVMHGPTLCE--- 28
FSQADIVRIADNIGGAQALKAVLEHGPTL----- 29
------- ALAAAVGGKGALEVPANLIPANCE--- 24
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cotransfectaron en células C6 de rata y se extrajo el ADNg después de 48 horas para el ensayo de nucleasa Cell de
Surveyor. Si tiene éxito, el ensayo debe producir subpoblaciones de 240 pb y 150 pb a partir del amplicon original de 400
pb del locus. Los resultados se muestran en las Figuras 2.

El ensayo revela las bandas esperadas de 250 pb y 150 pb en las células transfectadas con TALEN de Ralstonia y
Xanthomonas, que estan ausentes en el control negativo WT. Esto indica que los EBE de Ralstonia se dirigen a este locus
y que la fusion de la nucleasa Fokl a los EBE de Ralstonia conduce a una digestion dirigida del ADN gendmico. Mediante
el uso de la banda de 250 pb, 5,75 % para XTN, 1,82 % para RTN. Mediante el uso de la banda de 150 pb, 3,66 % para
XTN, 5,43 % para RTN.

Sitio objetivo de || T-T-GATA-GTCG-CCTT-ATG-TtttggatacagaatgtT-GAC-AGGT-

Bmpr2 AAAC-GAAA-T-A
RTN directo TGATAGTCGCCTTATG
RTN inverso ATTTGGTTTACCTGTC

Nota: los RTN no especifican el primer y el Ultimo nucledtido del sitio objetivo (subrayado). Estos se
especifican por la cadena principal de TALEN de Xanthomonas.

Secuencia de aminoacidos de EBE de RTN directa de Bmpr2
LSTAQVVAIAS NG GGKQALEGIGEQLLKLRTAPYG

LSTEQVVAIAS NK GGKQALEAVKAHLLDLLGAPYV
LSTEQVVAIAS NN GGKQALEAVKAQLLELRAAPYE
LSTAQVVAIAS NG GGKQALEGIGEQLLKLRTAPYG
LSTEQVVAIAS NN GGKQALEAVKAQLLELRAAPYE

LSTEQVVAIAS NK GGKQALEAVKAHLLDLLGAPYV
LSTAQVVAIAS NG GGKQALEGIGEQLLKLRTAPYG
LSTAQVVAIAS HD GGKPALEAVWAKLPVLRGVPYA
LSTEQVVAIAS NK GGKQALEAVKAHLLDLLGAPYV

LSTAQVVAIAS HD GGKPALEAVWAKLPVLRGVPYA
LSTAQVVAIAS HD GGKPALEAVWAKLPVLRGVPYA
LSTAQVVAIAS NG GGKQALEGIGEQLLKLRTAPYG
LSTAQVVAIAS NG GGKQALEGIGEQLLKLRTAPYG

LSTEQVVAIAS NN GGKQALEAVKAQLLELRAAPYE
LSTAQVVAIAS NG GGKQALEGIGEQLLKLRTAPYG
LSTEQVVAIAS NK GGKQALEAVKAHLLDLLGAPYV

Secuencia de ADN de RTN directa de Bmpr2

(fuente en negritas: EBE de Ralstonia sintetizados) esta secuencia es
contigua:
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GACGGATCGGGAGATCTCCCGATCCCCTATGGTCGACTCTCAGTACAATCTGCTCTGATGCCGCATAGTTAAGCCAGTATCTG
CTCCCTGCTTGTGTGTTGGAGGTCGCTGAGTAGTGCGCGAGCAAAATTTAAGCTACAACAAGGCAAGGCTTGACCGACAATT
GCATGAAGAATCTGCTTAGGGTTAGGCGTTTTGCGCTGCTTCGCGATGTACGGGCCAGATATACGCGTTGACATTGATTATTG
ACTAGTTATTAATAGTAATCAATTACGGGGTCATTAGTTCATAGCCCATATATGGAGTTCCGCGTTACATAACTTACGGTAAA
TGGCCCGCCTGGCTGACCGCCCAACGACCCCCGCCCATTGACGTCAATAATGACGTATGTTCCCATAGTAACGCCAATAGGG
ACTTTCCATTGACGTCAATGGGTGGAETATTTACGGTAAACTGCCCACTTGGCAGTACATCAAGTGTATCATATGCCAAGTAC
GCCCCCTATTGACGTCAATGACGGTAAATGGCCCGCCTGGCATTATGCCCAGTACATGACCTTATGGGACTTTCCTACTTGGC
AGTACATCTACGTATTAGTCATCGCTATTACCATGGTGATGCGGTTTTGGCAGTACATCAATGGGCGTGGATAGCGGTTTGAC
TCACGGGGATTTCCAAGTCTCCACCCCATTGACGTCAATGGGAGTTTGTTTTGGCACCAAAATCAACGGGACTTTCCAAAATG
TCGTAACAACTCCGCCCCATTGACGCAAATGGGCGGTAGGCGTGTACGGTGGGAGGTCTATATAAGCAGAGCTCTCTGGCTA
ACTAGAGAACCCACTGCTTACTGGCTTATCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGAGACCCAAGCTGGCTAGCACCATGGAC
TACAAAGACCATGACGGTGATTATAAAGATCATGACATCGATTACAAGGATGACGATGACAAGATGGCCCCCAAGAAGAAG
AGGAAGGTGGGCATTCACCGCGGGGTACCTATGGTGGACTTGAGGACACTCGGTTATTCGCAACAGCAACAGGAGAAAATC
AAGCCTAAGGTCAGGAGCACCGTCGCGCAACACCACGAGGCGCTTGTGGGGCATGGCTTCACTCATGCGCATATTGTCGCGC
TTTCACAGCACCCTGCGGCGCTTGGGACGGTGGCTGTCAAATACCAAGATATGATTGCGGCCCTGCCCGAAGCCACGCACGA
GGCAATTGTAGGGGTCGGTAAACAGTGGTCGGGAGCGCGAGCACTTGAGGCGCTGCTGACTGTGGCGGGTGAGCTTAGGGG
GCCTCCGCTCCAGCTCGACACCGGGCAGCTGCTGAAGATCGCGAAGAGAGGGGGAGTAACAGCGGTAGAGGCAGTGCACGC
CTGGCGCAATGCGCTCACCGGGGCCCCCTTGAAC

CTGAGCACCGCCCAGGTGGTGGCCATCGCCAGC AACGGC
GGCGGCAAGCAGGCCCTGGAGGGCATCGGCGAGCAGCTGCTGAAGCTGAGGACCGCCCCCTACGGC

CTGAGCACCGAGCAGGTGGTGGCCATCGCCAGC AACAAG
GGCGGCAAGCAGGCCCTGGAGGCCGTGAAGGCCCACCTGCTGGACCTGCTGGGCGCCCCCTACGTG
CTGAGCACCGAGCAGGTGGTGGCCATCGCCAGC AACAAC
GGCGGCAAGCAGGCCCTGGAGGCCGTGAAGGCCCAGCTGCTGGAGCTGAGGGCCGCCCCCTACGAG
CTGAGCACCGCCCAGGTGGTGGCCATCGCCAGC AACGGC
GGCGGCAAGCAGGCCCTGGAGGGCATCGGCGAGCAGCTGCTGAAGCTGAGGACCGCCCCCTACGGC
CTGAGCACCGAGCAGGTGGTGGCCATCGCCAGC AACAAC
GGCGGCAAGCAGGCCCTGGAGGCCGTGAAGGCCCAGCTGCTGGAGCTGAGGGCCGCCCCCTACGAG

CTGAGCACCGAGCAGGTGGTGGCCATCGCCAGC AACAAG
GGCGGCAAGCAGGCCCTGGAGGCCGTGAAGGCCCACCTGCTGGACCTGCTGGGCGCCCCCTACGTG
CTGAGCACCGCCCAGGTGGTGGCCATCGCCAGC AACGGC
GGCGGCAAGCAGGCCCTGGAGGGCATCGGCGAGCAGCTGCTGAAGCTGAGGACCGCCCCCTACGGC
CTGAGCACCGCCCAGGTGGTGGCCATCGCCAGC CACGAC
GGCGGCAAGCCCGCCCTGGAGGCCGTGTGGGCCAAGCTGCCCGTGCTGAGGGGCGTGCCCTACGCC
CTGAGCACCGAGCAGGTGGTGGCCATCGCCAGC AACAAG
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GGCGGCAAGCAGGCCCTGGAGGCCGTGAAGGCCCACCTGCTGGACCTGCTGGGCGCCCCCTACGTG

CTGAGCACCGCCCAGGTGGTGGCCATCGCCAGC CACGAC
GGCGGCAAGCCCGCCCTGGAGGCCGTGTGGGCCAAGCTGCCCGTGCTGAGGGGCGTGCCCTACGCC
CTGAGCACCGCCCAGGTGGTGGCCATCGCCAGC CACGAC
GGCGGCAAGCCCGCCCTGGAGGCCGTGTGGGCCAAGCTGCCCGTGCTGAGGGGCGTGCCCTACGCC
CTGAGCACCGCCCAGGTGGTGGCCATCGCCAGC AACGGC
GGCGGCAAGCAGGCCCTGGAGGGCATCGGCGAGCAGCTGCTGAAGCTGAGGACCGCCCCCTACGGC
CTGAGCACCGCCCAGGTGGTGGCCATCGCCAGC AACGGC
GGCGGCAAGCAGGCCCTGGAGGGCATCGGCGAGCAGCTGCTGAAGCTGAGGACCGCCCCCTACGGC

CTGAGCACCGAGCAGGTGGTGGCCATCGCCAGC AACAAC
GGCGGCAAGCAGGCCCTGGAGGCCGTGAAGGCCCAGCT GCTGGAGCTGAGGGCCGCCCCCTACGAG
CTGAGCACCGCCCAGGTGGTGGCCATCGCCAGC AACGGC
GGCGGCAAGCAGGCCCTGGAGGGCATCGGCGAGCAGCTGCTGAAGCTGAGGACCGCCCCCTACGGC
CTGAGCACCGAGCAGGTGGT GGCCATCGCCAGC AACAAG
GGCGGCAAGCAGGCCCTGGAGGCCGTGAAGGCCCACCTGCTGGACCTGCTGGGCGCCCCCTACGTG

CTGAGCACCGCCCAGGTGGTGGCCATCGCCAGCAACGGCGGAGGACGGCCAGCCTTGGAGTCCATCGTAGCCCAATTGTCCA
GGCCCGATCCCGCGTTGGCTGCGTTAACGAATGACCATCTGGTGGCGTTGGCATGTCTTGGTGGACGACCCGCGCTCGATGC
AGTCAAAAAGGGTCTGCCTCATGCTCCCGCATTGATCAAAAGAACCAACCGGCGGATTCCCGAGAGAACTTCCCATCGAGTC
GCGGGATCCCAACTAGTCAAAAGTGAACTGGAGGAGAAGAAATCTGAACTTCGTCATAAATTGAAATATGTGCCTCATGAAT
ATATTGAATTAATTGAAATTGCCAGAAATTCCACTCAGGATAGAATTCTTGAAATGAAGGTAATGGAATTTTITATGAAAGTT
TATGGATATAGAGGTAAACATTTGGGTGGATCAAGGAAACCGGACGGAGCAATTTATACTGTCGGATCTCCTATTGATTACG
GTGTGATCGTGGATACTAAAGCTTATAGCGGAGGTTATAATCTGCCAATTGGCCAAGCAGATGAAATGCAACGATATGTCGA
AGAAAATCAAACACGAAACAAACATATCAACCCTAATGAATGGTGGAAAGTCTATCCATCTTCTGTAACGGAATTTAAGTTT
TTATTTGTGAGTGCTCACTTTAAAGGAAACTACAAAGCTCAGCTTACACCATTAAATCATATCACTAATTGTAATGGAGCTGT
TCTTAGTGTAGAAGAGCTTTITAATTGGTGCAGAAATGATTAAAGCCGGCACATTAACCTTAGAGGAAGTCAGACGGAAATTT
AATAACGGCGAGATAAACTTTTAAGGGCCCTTCGAAGGTAAGCCTATCCCTAACCCTCTCCTCGGTCTCGATTCTACGCGTAC
CGGICATCATCACCATCACCATIGAGTTTAAACCCGCTGATCAGCCICGACTGIGCCTICTAG T TGCCAGCCATCTIGIYGITIG
CCCCTCCCCCGTGCCTTCCTTGACCCTGGAAGGTGCCACTCCCACTGTCCTTTCCTAATAAAATGAGGAAATTGCATCGCATT
GTCTGAGTAGGTGTCATTCTATTCTGGGGGGTGGGGTGGGGCAGGACAGCAAGGGGGAGGATTGGGAAGACAATAGCAGGC
ATGCTGGGGATGCGGTGGGCTCTATGGCTTCTGAGGCGGAAAGAACCAGCTGGGGCTCTAGGGGGTATCCCCACGCGCCCTG
TAGCGGCGCATTAAGCGCGGCGGGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCCAGCGCCCTAGCGCCCGCTCCT
TTCGCTTTCTTCCCTTCCTTTCTCGCCACGTTCGCCGGCTTTCCCCGTCAAGCTCTAAATCGGGGCATCCCTTTAGGGTTCCGA
TITAGTGCTTTACGGCACCTCGACCCCAAAAAACTTGATTAGGGTGATGGTTCACGTAGTGGGCCATCGCCCTGATAGACGG
TTTTTCGCCCTTTGACGTTGGAGTCCACGTTCTTTAATAGTGGACTCTTGTTCCAAACTGGAACAACACTCAACCCTATCTCGG
TCTATTCTTTTGATTTATAAGGGATTTTGGGGATTTCGGCCTATTGGTTAAAAAATGAGCTGATTTAACAAAAATTTAACGCG
AATTAATTCTGTGGAATGTGTGTCAGTTAGGGTGTGGAAAGTCCCCAGGCTCCCCAGGCAGGCAGAAGTATGCAAAGCATGC
ATCTCAATTAGTCAGCAACCAGGTGTGGAAAGTCCCCAGGCTCCCCAGCAGGCAGAAGTATGCAAAGCATGCATCTCAATTA
GTCAGCAACCATAGTCCCGCCCCTAACTCCGCCCATCCCGCCCCTAACTCCGCCCAGTTCCGCCCATTCTCCGCCCCATGGCT
GACTAATTTTTITITATTTATGCAGAGGCCGAGGCCGCCTCTGCCTCTGAGCTATTCCAGAAGTAGTGAGGAGGCTTTTTTGGA
GGCCTAGGCTTTTGCAAAAAGCTCCCGGGAGCTTGTATATCCATTTTCGGATCTGATCAGCACGTGTTIGACAATTAATCATCG
GCATAGTATATCGGCATAGTATAATACGACAAGGTGAGGAACTAAACCATGGCCAAGCCTTTGTCTCAAGAAGAATCCACCC
TCATTGAAAGAGCAACGGCTACAATCAACAGCATCCCCATCTCTGAAGACTACAGCGTCGCCAGCGCAGCTCTCTCTAGCGA
CGGCCGCATCTTCACTGGTGTCAATGTATATCATTTTACTGGGGGACCTTGTGCAGAACTCGTGGTGCTGGGCACTGCTGCTG
CTGCGGCAGCTGGCAACCTGACTTGTATCGTCGCGATCGGAAATGAGAACAGGGGCATCTTIGAGCCCCTGCGGACGGTGTCG
ACAGGTGCTTCTCGATCTGCATCCTGGGATCAAAGCGATAGTGAAGGACAGTGATGGACAGCCGACGGCAGTTGGGATTCGT
GAATTGCTGCCCTCTGGTTATGTGTGGGAGGGCTAAGCACTTCGTGGCCGAGGAGCAGGACTGACACGTGCTACGAGATTTC
GATTCCACCGCCGCCTTCTATGAAAGGTTGGGCTTCGGAATCGTTTTCCGGGACGCCGGCTGGATGATCCTCCAGCGCGGGG
ATCTCATGCTGGAGTTCTTCGCCCACCCCAACTTGTTTATTGCAGCTTATAATGGTTACAAATAAAGCAATAGCATCACAAAT
TTCACAAATAAAGCATTTTTTTCACTGCATTCTAGTTGTGGTTTGTCCAAACTCATCAATGTATCTTATCATGTCTGTATACCG
TCGACCTCTAGCTAGAGCTTGGCGTAATCATGGTCATAGCTGTTTCCTGTGTGAAATTGTTATCCGCTCACAATTCCACACAA
CATACGAGCCGGAAGCATAAAGTGTAAAGCCTGGGGTGCCTAATGAGTGAGCTAACTCACATTAATTGCGTTGCGCTCACTG
CCCGCTTTCCAGTCGGGAAACCTGTCGTGCCAGCTGCATTAATGAATCGGCCAACGCGCGGGGAGAGGCGGTTTGCGTATTG
GGCGCTCTTCCGCTTCCTCGCTCACTGACTCGCTGCGCTCGGTCGTTCGGCTGCGGCGAGCGGTATCAGCTCACTCAAAGGCG
GTAATACGGTTATCCACAGAATCAGGGGATAACGCAGGAAAGAACATGTGAGCAAAAGGCCAGCAAAAGGCCAGGAACCG
TAAAAAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTTTCCATAGGCTCCGCCCCCCTGACGAGCATCACAAAAATCGACGCTCAAGTCAGAGG
TGGCGAAACCCGACAGGACTATAAAGATACCAGGCGTTTCCCCCTGGAAGCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCGACCCTGCC
GCTTACCGGATACCTGTCCGCCTTTCTCCCTTCGGGAAGCGTGGCGCTTTCTCAATGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGTTCGGT
GTAGGTCGTICGCICCAAGCTGGGCTGIGTGCACGAACCCCCCGTTICAGCCCGACCGCTGCGCCTITATCCGGTAACTATCGTC
TTGAGTCCAACCCGGTAAGACACGACTTATCGCCACTGGCAGCAGCCACTGGTAACAGGATTAGCAGAGCGAGGTATGTAG
GCGGTGCTACAGAGTTCTTGAAGTGGTGGCCTAACTACGGCTACACTAGAAGGACAGTATTTGGTATCTGCGCTCTGCTGAA
GCCAGTTACCTTCGGAAAAAGAGTTGGTAGCTCTTGATCCGGCAAACAAACCACCGCTGGTAGCGGTGGTTTTITTGTTIGCA
AGCAGCAGATTACGCGCAGAAAAAAAGGATCTCAAGAAGATCCTTTGATCTTTITCTACGGGGTCTGACGCTCAGTGGAACGA
AAACTCACGTTAAGGGATTTTGGTCATGAGATTATCAAAAAGGATCTTCACCTAGATCCTTTTAAATTAAAAATGAAGTTTTA
AATCAATCTAAAGTATATATGAGTAAACTTGGTCTGACAGTTACCAATGCTTAATCAGTGAGGCACCTATCTCAGCGATCTGT
CTATTTCGTTCATCCATAGTTGCCTGACTCCCCGTCGTGTAGATAACTACGATACGGGAGGGCTTACCATCTGGCCCCAGTGC
TGCAATGATACCGCGAGACCCACGCTCACCGGCTCCAGATTTATCAGCAATAAACCAGCCAGCCGGAAGGGCCGAGCGCAG
AAGTGGTCCTGCAACTTTATCCGCCTCCATCCAGTCTATTAATTGTTGCCGGGAAGCTAGAGTAAGTAGTTCGCCAGTTAATA
GTTTGCGCAACGTTGTTGCCATTGCTACAGGCATCGTGGTGTCACGCTCGTCGTTTGGTATGGCTTCATTCAGCTCCGGTTCCC
AACGATCAAGGCGAGTTACATGATCCCCCATGTTGTGCAAAAAAGCGGTTAGCTCCTTCGGTCCTCCGATCGTTGTCAGAAG
TAAGTTGGCCGCAGTGTTATCACTCATGGTTATGGCAGCACTGCATAATTCTCTTACTGTCATGCCATCCGTAAGATGCTTTTC
TGTGACTGGTGAGTACTCAACCAAGTCATTCTGAGAATAGTGTATGCGGCGACCGAGTTGCTCTTGCCCGGCGTCAATACGG
GATAATACCGCGCCACATAGCAGAACTTTAAAAGTGCTCATCATTGGAAAACGTTCTTCGGGGCGAAAACTCTCAAGGATCT
TACCGCTGTTGAGATCCAGTTCGATGTAACCCACTCGTGCACCCAACTGATCTTCAGCATCTTTTACTITCACCAGCGTTTCTG
GGTGAGCAAAAACAGGAAGGCAAAATGCCGCAAAAAAGGGAATAAGGGCGACACGGAAATGTTGAATACTCATACTCTTCC
TTTTTCAATATTATTGAAGCATTTATCAGGGTTATTGTCTCATGAGCGGATACATATTTGAATGTATTITAGAAAAATAAACAA
ATAGGGGTTCCGCGCACATTTCCCCGAAAAGTGCCACCTGACGTC
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Secuencia de aminoacidos de EBE de RTN inversa de Bmpr2

LSTEQVVAIAS NN GGKQALEAVKAQLLELRAAPYE

LSTAQVVAIAS NG GGKQALEGIGEQLLKLRTAPYG
LSTAQVVAIAS NG GGKQALEGIGEQLLKLRTAPYG
LSTAQVVAIAS NG GGKQALEGIGEQLLKLRTAPYG
LSTAQVVAIAS HD GGKPALEAVWAKLPVLRGVPYA

LSTEQVVAIAS NK GGKQALEAVKAHLLDLLGAPYV
LSTAQVVAIAS NG GGKQALEGIGEQLLKLRTAPYG
LSTAQVVAIAS NG GGKQALEGIGEQLLKLRTAPYG
LSTAQVVAIAS NG GGKQALEGIGEQLLKLRTAPYG

LSTEQVVAIAS NN GGKQALEAVKAQLLELRAAPYE
LSTAQVVAIAS HD GGKPALEAVWAKLPVLRGVPYA
LSTAQVVAIAS HD GGKPALEAVWAKLPVLRGVPYA
LSTAQVVAIAS NG GGKQALEGIGEQLLKLRTAPYG

LSTEQVVAIAS NK GGKQALEAVKAHLLDLLGAPYV
LSTAQVVAIAS NG GGKQALEGIGEQLLKLRTAPYG
LSTAQVVAIAS HD GGKPALEAVWAKLPVLRGVPYA

Secuencia de ADN de RTN inversa de Bmpr2
(fuente en negritas: EBE de Ralstonia sintetizados) esta secuencia es
contigua:

GACGGATCGGGAGATCTCCCGATCCCCTATGGTCGACTCTCAGTACAATCTGCTCTGATGCCGCATAGTTAAGCCAGTATCTG
CTCCCTGCTTGTGTGTTGGAGGTCGCTGAGTAGTGCGCGAGCAAAATTTAAGCTACAACAAGGCAAGGCTTGACCGACAATT
GCATGAAGAATCTGCTTAGGGTTAGGCGTTTTGCGCTGCTTCGCGATGTACGGGCCAGATATACGCGTTGACATTGATTATTG
ACTAGTTATTAATAGTAATCAATTACGGGGTCATTAGTTCATAGCCCATATATGGAGTTCCGCGTTACATAACTTACGGTAAA
TGGCCCGCCTGGCTGACCGCCCAACGACCCCCGCCCATTGACGTCAATAATGACGTATGTTCCCATAGTAACGCCAATAGGG
ACTTTCCATTGACGTCAATGGGTGGAETATTTACGGTAAACTGCCCACTTGGCAGTACATCAAGTGTATCATATGCCAAGTAC
GCCCCCTATTGACGTCAATGACGGTAAATGGCCCGCCTGGCATTATGCCCAGTACATGACCTTATGGGACTTTCCTACTTGGC
AGTACATCTACGTATTAGTCATCGCTATTACCATGGTGATGCGGTTTTGGCAGTACATCAATGGGCGTGGATAGCGGTTTGAC
TCACGGGGATTTCCAAGTCTCCACCCCATTGACGTCAATGGGAGTTTGTTTTGGCACCAAAATCAACGGGACTTTCCAAAATG
TCGTAACAACTCCGCCCCATTGACGCAAATGGGCGGTAGGCGTGTACGGTGGGAGGTCTATATAAGCAGAGCTCTCTGGCTA
ACTAGAGAACCCACTGCTTACTGGCTTATCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGAGACCCAAGCTGGCTAGCACCATGGAC
TACAAAGACCATGACGGTGATTATAAAGATCATGACATCGATTACAAGGATGACGATGACAAGATGGCCCCCAAGAAGAAG
AGGAAGGTGGGCATTCACCGCGGGGTACCTATGGTGGACTTGAGGACACTCGGTTATTCGCAACAGCAACAGGAGAAAATC
AAGCCTAAGGTCAGGAGCACCGTCGCGCAACACCACGAGGCGCTTGTGGGGCATGGCTTCACTCATGCGCATATTGTCGCGC
TTTCACAGCACCCTGCGGCGCTTGGGACGGTGGCTGTCAAATACCAAGATATGATTGCGGCCCTGCCCGAAGCCACGCACGA
GGCAATTGTAGGGGTCGGTAAACAGTGGTCGGGAGCGCGAGCACTTGAGGCGCTGCTGACTGTGGCGGGTGAGCTTAGGGG
GCCTCCGCTCCAGCTCGACACCGGGCAGCTGCTGAAGATCGCGAAGAGAGGGGGAGTAACAGCGGTAGAGGCAGTGCACGC
CTGGCGCAATGCGCTCACCGGGGCCCCCTT

CTGAGCACCGAGCAGGTGGTGGCCATCGCCAGC AACAAC GGCGGCAAGCAGGCCCTGGAGGCCGTGAAGGCCCAGCTGCTGGAGCTGAGGGCCGCCCCCTACGAG
CTGAGCACCGCCCAGGTGGTGGCCATCGCCAGC AACGGC GGCGGCAAGCAGGCCCTGGAGGGCATCGGCGAGCAGCTGCTGAAGCTGAGGACCGCCCCCTACGGC
CTGAGCACCGCCCAGGTGGTGGCCATCGCCAGC AACGGC GGCGGCAAGCAGGCCCTGGAGGGCATCGGCGAGCAGCTGCTGAAGCTGAGGACCGCCCCCTACGGC
CTGAGCACCGCCCAGGTGGTGGCCATCGCCAGC AACGGC GGCGGCAAGCAGGCCCTGGAGGGCATCGGCGAGCAGCTGCTGAAGCTGAGGACCGCCCCCTACGGC
CTGAGCACCGCCCAGGTGGTGGCCATCGCCAGC CACGAC GGCGGCAAGCCCGCCCTGGAGGCCGTGTGGGCCAAGCTGCCCGTGCTGAGGGGCGTGCCCTACGCC
CTGAGCACCGAGCAGGTGGTGGCCATCGCCAGC AACAAG GGCGGCAAGCAGGCCCTGGAGGCCGTGAAGGCCCACCTGCTGGACCTGCTGGGCGCCCCCTACGTG
CTGAGCACCGCCCAGGTGGTGGCCATCGCCAGC AACGGC GGCGGCAAGCAGGCCCTGGAGGGCATCGGCGAGCAGCTGCTGAAGCTGAGGACCGCCCCCTACGGC
CTGAGCACCGCCCAGGTGGTGGCCATCGCCAGC AACGGC GGCGGCAAGCAGGCCCTGGAGGGCATCGGCGAGCAGCTGCTGAAGCTGAGGACCGCCCCCTACGGC
CTGAGCACCGCCCAGGTGGTGGCCATCGCCAGC AACGGC GGCGGCAAGCAGGCCCTGGAGGGCATCGGCGAGCAGCTGCTGAAGCTGAGGACCGCCCCCTACGGC
CTGAGCACCGAGCAGGTGGTGGCCATCGCCAGC AACAAC GGCGGCAAGCAGGCCCTGGAGGCCGTGAAGGCCCAGCTGCTGGAGCTGAGGGCCGCCCCCTACGAG
CTGAGCACCGCCCAGGTGGTGGCCATCGCCAGC CACGAC GGCGGCAAGCCCGCCCTGGAGGCCGTGTGGGCCAAGCTGCCCGTGCTGAGGGGCGTGCCCTACGCC
CTGAGCACCGCCCAGGTGGTGGCCATCGCCAGC CACGAC GGCGGCAAGCCCGCCCTGGAGGCCGTGTGGGCCAAGCTGCCCGTGCTGAGGGGCGTGCCCTACGCC
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CTGAGCACCGCCCAGGTGGTGGCCATCGCCAGC AACGGC GGCGGCAAGCAGGCCCTGGAGGGCATCGGCGAGCAGCTGCTGAAGCTGAGGACCGCCCCCTACGGC
CTGAGCACCGAGCAGGTGGTGGCCATCGCCAGC AACAAG GGCGGCAAGCAGGCCCTGGAGGCCGTGAAGGCCCACCTGCTGGACCTGCTGGGCGCCCCCTACGTG
CTGAGCACCGCCCAGGTGGTGGCCATCGCCAGC AACGGC GGCGGCAAGCAGGCCCTGGAGGGCATCGGCGAGCAGCTGCTGAAGCTGAGGACCGCCCCCTACGGC
CTGAGCACCGCCCAGGTGGTGGCCATCGCCAGC CACGAC GGCGGCAAGCCCGCCCTGGAGGCCGTGTGGGCCAAGCTGCCCGTGCTGAGGGGCGTGCCCTACGCC
CTGAGCACCGAGCAGGTGGTGACCATCGCCAGC
AGCATCGGAGGACGGCCAGCCTTGGAGTCCATCGTAGCCCAATTGTCCAGGCCCGATCCCGCGTTGGCTGCGTTAACGAATG
ACCATCTGGTGGCGTTGGCATGTCTTGGTGGACGACCCGCGCTCGATGCAGTCAAAAAGGGTCTGCCTCATGCTCCCGCATT
GATCAAAAGAACCAACCGGCGGATTCCCGAGAGAACTTCCCATCGAGTCGCGGGATCCCAACTAGTCAAAAGTGAACTGGA
GGAGAAGAAATCTGAACTTCGTCATAAATTGAAATATGTGCCTCATGAATATATTGAATTAATTGAAATTGCCAGAAATTCC
ACTCAGGATAGAATTCTTGAAATGAAGGTAATGGAATTTTTTATGAAAGTTTATGGATATAGAGGTAAACATTTGGGTGGAT
CAAGGAAACCGGACGGAGCAATTTATACTGTCGGATCTCCTATTGATTACGGTGTGATCGTGGATACTAAAGCTTATAGCGG
AGGTTATAATCTGCCAATTGGCCAAGCAGATGAAATGCAACGATATGTCGAAGAAAATCAAACACGAAACAAACATATCAA
CCCTAATGAATGGTGGAAAGTCTATCCATCTTCTGTAACGGAATTTAAGTTTTTATTTGTGAGTGGTCACTTTAAAGGAAACT
ACAAAGCTCAGCTTACACGATTAAATCATATCACTAATTGTAATGGAGCTGTTCTTAGTGTAGAAGAGCTTTTAATTGGTGGA
GAAATGATTAAAGCCGGCACATTAACCTTAGAGGAAGTCAGACGGAAATTTAATAACGGCGAGATAAACTTTTAAGGGCCC
TTCGAAGGTAAGCCTATCCCTAACCCTCTCCTCGGTCTCGATTCTACGCGTACCGGTCATCATCACCATCACCATTGAGTTTA
AACCCGCTGATCAGCCTCGACTGTGCCTTCTAGTTGCCAGCCATCTGTTGTTTGCCCCTCCCCCGTGCCTTCCTTGACCCTGGA
AGGTGCCACTCCCACTGTCCTTTCCTAATAAAATGAGGAAATTGCATCGCATTGTCTGAGTAGGTGTCATTCTATTCTGGGGG
GTGGGGTGGGGCAGGACAGCAAGGGGGAGGATTGGGAAGACAATAGCAGGCATGCTGGGGATGCGGTGGGCTCTATGGCTT
CTGAGGCGGAAAGAACCAGCTGGGGCTCTAGGGGGTATCCCCACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGGCGGGTGTGG
TGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCCAGCGCCCTAGCGCCCGCTCCTTTCGCTTTCTTCCCTTCCTTTCTCGCCACGT
TCGCCGGCTTTCCCCGTCAAGCTCTAAATCGGGGCATCCCTTTAGGGTTCCGATTTAGTGCTTTACGGCACCTCGACCCCAAA
AAACTTGATTAGGGTGATGGTTCACGTAGTGGGCCATCGCCCTGATAGACGGTTTTTCGCCCTTTGACGTTGGAGTCCACGTT
CTTTAATAGTGGACTCTTGTTCCAAACTGGAACAACACTCAACCCTATCTCGGTCTATTCTTTTGATTTATAAGGGATTTTIGGG
GATTTCGGCCTATTGGTTAAAAAATGAGCTGATTTAACAAAAATTTAACGCGAATTAATTCTGTGGAATGTGTGTCAGTTAGG
GTGTGGAAAGTCCCCAGGCTCCCCAGGCAGGCAGAAGTATGCAAAGCATGCATCTCAATTAGTCAGCAACCAGGTGTGGAA
AGTCCCCAGGCTCCCCAGCAGGCAGAAGTATGCAAAGCATGCATCTCAATTAGTCAGCAACCATAGTCCCGCCCCTAACTCC
GCCCATCCCGCCCCTAACTCCGCCCAGTTCCGCCCATTCTCCGCCCCATGGCTGACTAATTTTITTTATTTATGCAGAGGCCGA
GGCCGCCTCTGCCTCTGAGCTATTCCAGAAGTAGTGAGGAGGCTTTTTTGGAGGCCTAGGCTTTTGCAAAAAGCTCCCGGGA
GCTTGTATATCCATTTTCGGATCTGATCAGCACGTGTTGACAATTAATCATCGGCATAGTATATCGGCATAGTATAATACGAC
AAGGTGAGGAACTAAACCATGGCCAAGCCTTTGTCTCAAGAAGAATCCACCCTCATTGAAAGAGCAACGGCTACAATCAAC
AGCATCCCCATCTCTGAAGACTACAGCGTCGCCAGCGCAGCTCTCTCTAGCGACGGCCGCATCTTCACTGGTGTCAATGTATA
TCATTTTACTGGGGGACCTTGTGCAGAACTCGTGGTGCTGGGCACTGCTGCTGCTGCGGCAGCTGGCAACCTGACTTGTATCG
TCGCGATCGGAAATGAGAACAGGGGCATCTTGAGCCCCTGCGGACGGTGTCGACAGGTGCTTCTCGATCTGCATCCTGGGAT
CAAAGCGATAGTGAAGGACAGTGATGGACAGCCGACGGCAGTTGGGATTCGTGAATTGCTGCCCTCTGGTTATGTGTGGGAG
GGCTAAGCACTTCGTGGCCGAGGAGCAGGACTGACACGTGCTACGAGATTTCGATTCCACCGCCGCCTTCTATGAAAGGTTG
GGCTTCGGAATCGTTTTCCGGGACGCCGGCTGGATGATCCTCCAGCGCGGGGATCTCATGCTGGAGTTCTTCGCCCACCCCAA
CTTGTTTATTGCAGCTTATAATGGTTACAAATAAAGCAATAGCATCACAAATTTCACAAATAAAGCATTTTTTTCACTGCATT
CTAGTTGTGGTTTGTCCAAACTCATCAATGTATCTTATCATGTCTGTATACCGTCGACCTCTAGCTAGAGCTTGGCGTAATCAT
GGTCATAGCTGTTTCCTGTGTGAAATTGTTATCCGCTCACAATTCCACACAACATACGAGCCGGAAGCATAAAGTGTAAAGC
CTGGGGTGCCTAATGAGTGAGCTAACTCACATTAATTGCGTTGCGCTCACTGCCCGCTTTCCAGTCGGGAAACCTGTCGTGCC
AGCTGCATTAATGAATCGGCCAACGCGCGGGGAGAGGCGGTTTGCGTATTGGGCGCTCTTCCGCTTCCTCGCTCACTGACTC
GCTGCGCTCGGTCGTTCGGCTGCGGCGAGCGGTATCAGCTCACTCAAAGGCGGTAATACGGTTATCCACAGAATCAGGGGAT
AACGCAGGAAAGAACATGTGAGCAAAAGGCCAGCAAAAGGCCAGGAACCGTAAAAAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTTTCCAT
AGGCTCCGCCCCCCTGACGAGCATCACAAAAATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAACCCGACAGGACTATAAAGATAC
CAGGCGTTTCCCCCTGGAAGCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCGACCCTGCCGCTTACCGGATACCTGTCCGCCTTTCTCCCT
TCGGGAAGCGTGGCGCTTTCTCAATGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGTTCGGTGTAGGTCGTTCGCTCCAAGCTGGGCTGTGT
GCACGAACCCCCCGTTCAGCCCGACCGCTGCGCCTTATCCGGTAACTATCGTCTTGAGTCCAACCCGGTAAGACACGACTTAT
CGCCACTGGCAGCAGCCACTGGTAACAGGATTAGCAGAGCGAGGTATGTAGGCGGTGCTACAGAGTTCTTGAAGTGGTGGC
CTAACTACGGCTACACTAGAAGGACAGTATTTGGTATCTGCGCTCTGCTGAAGCCAGTTACCTTCGGAAAAAGAGTTGGTAG
CTCTTGATCCGGCAAACAAACCACCGCTGGTAGCGGTGGTTTTTTTGTTTGCAAGCAGCAGATTACGCGCAGAAAAAAAGGA
TCTCAAGAAGATCCTTTGATCTTTTCTACGGGGTCTGACGCTCAGTGGAACGAAAACTCACGTTAAGGGATTTTGGTCATGAG
ATTATCAAAAAGGATCTTCACCTAGATCCTTTTAAATTAAAAATGAAGTTTTAAATCAATCTAAAGTATATATGAGTAAACTT
GGTCTGACAGTTACCAATGCTTAATCAGTGAGGCACCTATCTCAGCGATCTGTCTATTTCGTTCATCCATAGTTGCCTGACTC
CCCGTCGTGTAGATAACTACGATACGGGAGGGCTTACCATCTGGCCCCAGTGCTGCAATGATACCGCGAGACCCACGCTCAC
CGGCTCCAGATTTATCAGCAATAAACCAGCCAGCCGGAAGGGCCGAGCGCAGAAGTGGTCCTGCAACTTTATCCGCCTCCAT
CCAGTCTATTAATTGTTGCCGGGAAGCTAGAGTAAGTAGTTCGCCAGTTAATAGTTTGCGCAACGTTGTTGCCATTGCTACAG
GCATCGTGGTGTCACGCTCGTCGTTTGGTATGGCTTCATTCAGCTCCGGTTCCCAACGATCAAGGCGAGTTACATGATCCCCC
ATGTTGTGCAAAAAAGCGGTTAGCTCCTTCGGTCCTCCGATCGTTGTCAGAAGTAAGTTGGCCGCAGTGTTATCACTCATGGT
TATGGCAGCACTGCATAATTCTCTTACTGTCATGCCATCCGTAAGATGCTTTTCTGTGACTGGTGAGTACTCAACCAAGTCAT
TCTGAGAATAGTGTATGCGGCGACCGAGTTGCTCTTGCCCGGCGTCAATACGGGATAATACCGCGCCACATAGCAGAACTTT
AAAAGTGCTCATCATTGGAAAACGTTCTTCGGGGCGAAAACTCTCAAGGATCTTACCGCTGTTGAGATCCAGTTCGATGTAA
CCCACTCGTGCACCCAACTGATCTTCAGCATCTTTTACTTTCACCAGCGTTTCTGGGTGAGCAAAAACAGGAAGGCAAAATG
CCGCAAAAAAGGGAATAAGGGCGACACGGAAATGTTGAATACTCATACTCTTCCTTTTTCAATATTATTGAAGCATTTATCA
GGGTTATTGTCTCATGAGCGGATACATATTTGAATGTATTTAGAAAAATAAACAAATAGGGGTTCCGCGCACATTTCCCCGA
AAAGTGCCACCTGACGTC
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Ejemplo 5

Se preparé una biblioteca de EBE de Ralstonia y vectores de cadena principal que podrian usarse para ensamblar
dominios de union a ADN de Ralstonia de longitud completa en cadenas principales de TALEN de Ralstonia o
Xanthomonas, mediante el uso del método de ensamblaje Golden Gate. Los RTN se cotransfectaron en la linea celular
C6 de rata y se extrajo el ADNg para analisis 48 horas después de la transfeccion. Un fragmento de ADNg de 420 pb que
contenia el sitio de union a RTN se amplificé por PCR. Este amplicon se sometio a continuacion al ensayo Cel | mediante
el uso del kit de deteccion de mutaciones Surveyor (Transgenomic) segun el protocolo del fabricante. En resumen, el
amplicon se desnaturaliza en ADN monocatenario y se rehibrida de nuevo hacia ADN bicatenario. Durante este proceso,
si se considera que la agrupacion original era una mezcla de secuencias WT y mutadas, habra hibridacién cruzada entre
las cadenas WT y mutantes lo que conducira a la formacion de heteroduplex. Tras el tratamiento de esta agrupacion
rehibridada con nucleasa Surveyor, esta reconoce los heteroduplex y los escinde, lo que genera dos fragmentos mas
cortos (255 pb y 165 pb) a partir del amplicon original (420 pb).

Terminologia:
pRVD: plasmido que contiene un solo EBE de Ralstonia. Los EBE individuales se sintetizaron por genes y se clonaron en
la cadena principal de subconjuntos XTN de FLASH (Xbal, BamHI).

pFus X: un plasmido del subconjunto que contiene los primeros 10 EBE de cualquier RTN dado. La pieza requerida se
sintetizé por genes y se cloné en pHSG-298 (Sacl, Sbfl).

pFUS Z: un plasmido del subconjunto que contiene 11 EBE hasta el penultimo EBE de cualquier RTN dado.

Eg: Z4 retiene 11-14 EBE, Z5 retiene 11-15 EBE y Z6 retiene 11-16 EBE. Sintetizado por genes y clonado en pHSG-298
(Sacl, Sbfl).

XTN-bb: Cadena principal de TAL de Xanthomonas que contiene los dominios TAL de Xanthomonas N-terminal y C-
terminal fusionados con la nucleasa Fokl. Esta cadena principal especifica un nucleétido T 5' de la secuencia objetivo
especificada por los EBE. Ademas, contiene la ultima mitad de EBE que especifica el ultimo nucleétido de la secuencia
objetivo. Por lo tanto, existen cuatro plasmidos XTN-bb, cada uno de los cuales especifica un nucledétido final diferente de
la secuencia objetivo (igual que las cadenas principales XTN de FLASH).

Todos los plasmidos se almacenan a 150 ng/ul en tampén TE 0,1 x.
Métodos: (construir un dominio de uniéon a ADN de 16EBE y clonarlo en una cadena principal TALEN de Xanthomonas).

El ensamblaje de un constructo efector TALEN o TAL personalizado implica dos etapas: (i) ensamblaje de médulos de
repeticion (pRVD) en subconjuntos de 1-10 repeticiones y (ii) unidon de los subconjuntos en una cadena principal para
crear el constructo final.

Construimos un monémero TALEN con un conjunto de 17 RVD (5-TGATAGTCGCCTTATG-T-3'). Seleccione de los
plasmidos pRVD aquellos que codifican los RVD 1-10 en el conjunto mediante el uso de plasmidos numerados en ese
orden. Por ejemplo, el plasmido para el primer RVD seria gRTN-1T, el segundo gRTN-2G, el tercer gRTN-3A, etcétera.
Los médulos de estos plasmidos se clonaran en el plasmido del subconjunto pFUS-X. A continuacion, seleccionar los
modulos para los RVD 11-16 en el conjunto de 16 RVD, comenzar nuevamente con los plasmidos numerados a partir de
1. Por lo tanto, para RVD 11 se usaria gRTN-1C, para RVD 12 gRTN-2T, etcétera. Los plasmidos pFUS-Z se numeran 1-
10 y deben seleccionarse de acuerdo con el nimero de EBE que ingresan. Por lo tanto, en nuestro ejemplo, debe usarse
pFUS-Z6.

Los pRVD y los plasmidos de subconjuntos (150 ng cada uno) se someten a digestion y uniéon en una uUnica reaccion de
20 ul que contiene 1 ul de Bsal (10 U, New England BioLabs) y 1 ul de ADN Ligasa T4 (2000 U, New England BioLabs)
en tampdn ADN Ligasa T4. La reaccion se incuba en un termociclador durante 10 ciclos de 5 min a 37 °C y 10 min a 16
°C, después se calienta a 50 °C durante 5 min y después a 80 °C durante 5 min. A continuacion, se afiaden 1 ul de ATP
25 mMy 1 ul de ADNasa Plasmid Safe (10 U, Epicentre). La mezcla se incuba a 37 °C durante 1 h, despues se usa para
transformar células de Escherichia coli. Las células se colocan en placas en agar LB que contiene 50 mg/ml de
Kanamicina, durante toda la noche a 37 °C.

Se tamizaron hasta seis colonias de cada transformacién con cebadores M13 directos e inversos, a través de PCR de
colonias, para identificar clones que contienen un subconjunto de longitud completa. Los clones de subconjuntos pFUS-
X de longitud completa deberian producir una banda de 1,1 kb y los clones pFUS-Z6 de longitud completa deberian
producir una banda de 700 pb (sumar o restar 105 pb para cada EBE mas o menos). Los cultivos se iniciaron durante la
noche en cultivos de un pFUS-X de longitud completa y un clon de pFUS-Z6 de longitud completa.

Aislamos ADN plasmidico de sus cultivos pFUS-X y pFUS-Z. Los subconjuntos se unieron en uno de los cuatro plasmidos

de cadena principal. Se prepara una mezcla de reaccion de digestion y ligadura de 20 ul con 150 ng de cada uno de los
plasmidos pFUS-Xy pFUS-Z, 150 ng del plasmido de cadena principal, en este caso XTN-bbT, 1ul de Esp3I (10U, Thermo
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Scientific) y 1 ul de ADN Ligasa T4 (2000 U, New England Biolabs) en tampdn de ADN ligasa T4. La reaccion se incuba
después en un termociclador durante 3 ciclos de 10 min a 37 °C y 15 min a 16 °C. La reaccion se incuba después a 37
°C durante 30 minutos adicionales y se calienta a 50 °C durante 5 minutos, después a 80 °C durante 5 minutos. Después
de enfriar a temperatura ambiente, se afiadieron 1 ul de ATP 25 mMy 1 ul de Safe ADNasa de plasmido (10 U, Epicentre)
y se incubaron a 37 °C durante 1 hora. La reaccion se usa a continuacién para transformar E. coli como anteriormente,
excepto por la Plasmid Safe. Ademas, en esta etapa, se usa ampicilina (100 mg/ml) en lugar de Kanamicina para la
seleccion de transformantes.

Tamizamos hasta tres colonias de cada transformacion mediante PCR de colonias con cebadores XTN-VF y XTN-VR2 e
iniciamos cultivos nocturnos de 1 clon de longitud completa para cada RTN (la banda de 2,1 kb indica el conjunto de
17EBE). A continuacion, aislamos el ADN plasmidico e identificamos los clones que contienen el conjunto de repeticiones
de longitud completa final mediante secuenciacion de ADN con XTN-VF, XTN-VR1 y XTN-VR2.

Cadena principal de subconjunto de XTN digerida con Xbal y BamHI (sitios subrayados):

(BamHDHGGATCCCGGGCCCGTCGACTGCAGAGGCCTGCATGCAAGCTTGGCGTAA
TCATGGTCATAGCTGTTTCCTGTGTGAAATTGTTATCCGCTCACAATTCCACACAA
CATACGAGCCGGAAGCATAAAGTGTAAAGCCTGGGGTGCCTAATGAGTGAGCTA
ACTCACATTAATTGCGTTGCGCTCACTGCCCGCTTTCCAGTCGGGAAACCTGTCG
TGCCAGCTGCATTAATGAATCGGCCAACGCGCGGGGAGAGGCGGTTTGCGTATT
GGGCGCTCTTCCGCTTCCTCGCTCACTGACTCGCTGCGCTCGGTCGTTCGGCTGCG
GCGAGCGGTATCAGCTCACTCAAAGGCGGTAATACGGTTATCCACAGAATCAGG
GGATAACGCAGGAAAGAACATGTGAGCAAAAGGCCAGCAAAAGGCCAGGAACC
GTAAAAAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTTTCCATAGGCTCCGCCCCCCTGACGAGCA
TCACAAAAATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAACCCGACAGGACTATAAAG
ATACCAGGCGTTTCCCCCTGGAAGCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCGACCCTGC
CGCTTACCGGATACCTGTCCGCCTTTCTCCCTTCGGGAAGCGTGGCGCTTTCTCAT
AGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGTTCGGTGTAGGTCGTTCGCTCCAAGCTGGGCT
GTGTGCACGAACCCCCCGTTCAGCCCGACCGCTGCGCCTTATCCGGTAACTATCG
TCTTGAGTCCAACCCGGTAAGACACGACTTATCGCCACTGGCAGCAGCCACTGGT
AACAGGATTAGCAGAGCGAGGTATGTAGGCGGTGCTACAGAGTTCTTGAAGTGG
TGGCCTAACTACGGCTACACTAGAAGAACAGTATTTGGTATCTGCGCTCTGCTGA
AGCCAGTTACCTTCGGAAAAAGAGTTGGTAGCTCTTGATCCGGCAAACAAACCA
CCGCTGGTAGCGGTGGTTTTTTTGTTTGCAAGCAGCAGATTACGCGCAGAAAAAA
AGGATCTCAAGAAGATCCTTTGATCTTTTCTACGGGGTCTGACGCTCAGTGGAAC
GAAAACTCACGTTAAGGGATTTTGGTCATGAGATTATCAAAAAGGATCTTCACCT
AGATCCTTTTAAATTAAAAATGAAGTTTTAAATCAATCTAAAGTATATATGAGTA
AACTTGGTCTGACAGTTACCAATGCTTAATCAGTGAGGCACCTATCTCAGCGATC
TGTCTATTTCGTTCATCCATAGTTGCCTGACTCCCCGTCGTGTAGATAACTACGAT
ACGGGAGGGCTTACCATCTGGCCCCAGTGCTGCAATGATACCGCGAGAgCCACG
CTCACCGGCTCCAGATTTATCAGCAATAAACCAGCCAGCCGGAAGGGCCGAGCG
CAGAAGTGGTCCTGCAACTTTATCCGCCTCCATCCAGTCTATTAATTGTTGCCGG
GAAGCTAGAGTAAGTAGTTCGCCAGTTAATAGTTTGCGCAACGTTGTTGCCATTG
CTACAGGCATCGTGGTGTCACGCTCGTCGTTTGGTATGGCTTCATTCAGCTCCGG
TTCCCAACGATCAAGGCGAGTTACATGATCCCCCATGTTGTGCAAAAAAGCGGTT
AGCTCCTTCGGTCCTCCGATCGTTGTCAGAAGTAAGTTGGCCGCAGTGTTATCAC
TCATGGTTATGGCAGCACTGCATAATTCTCTTACTGTCATGCCATCCGTAAGATG
CTTTTCTGTGACTGGTGAGTACTCAACCAAGTCATTCTGAGAATAGTGTATGCGG
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CGACCGAGTTGCTCTTGCCCGGCGTCAATACGGGATAATACCGCGCCACATAGC
AGAACTTTAAAAGTGCTCATCATTGGAAAACGTTCTTCGGGGCGAAAACTCTCAA
GGATCTTACCGCTGTTGAGATCCAGTTCGATGTAACCCACTCGTGCACCCAACTG
ATCTTCAGCATCTTTTACTTTCACCAGCGTTTCTGGGTGAGCAAAAACAGGAAGG
CAAAATGCCGCAAAAAAGGGAATAAGGGCGACACGGAAATGTTGAATACTCAT
ACTCTTCCTTTTTCAATATTATTGAAGCATTTATCAGGGTTATTGTCTCATGAGCG
GATACATATTTGAATGTATTTAGAAAAATAAACAAATAGGGGTTCCGCGCACATT
TCCCCGAAAAGTGCCACCTGACGTCTAAGAAACCATTATTATCATGACATTAACC
TATAAAAATAGGCGTATCACGAGGCCCTTTCGTCTCGCGCGTTTCGGTGATGACG
GTGAAAACCTCTGACACATGCAGCTCCCGGAGACGGTCACAGCTTGTCTGTAAG
CGGATGCCGGGAGCAGACAAGCCCGTCAGGGCGCGTCAGCGGGTGTTGGCGGGT
GTCGGGGCTGGCTTAACTATGCGGCATCAGAGCAGATTGTACTGAGAGTGCACC
ATATGCGGTGTGAAATACCGCACAGATGCGTAAGGAGAAAATACCGCATCAGGC
GCCATTCGCCATTCAGGCTGCGCAACTGTTGGGAAGGGCGATCGGTGCGGGCCT
CTTCGCTATTACGCCAGCTGGCGAAAGGGGGATGTGCTGCAAGGCGATTAAGTT
GGGTAACGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTGAAT
TCGAGCTCGGTACCTCGCGAATGCATCTAGA (Xbal)

XTN-bb (digerido con BsmBl, los sitios se autoescinden de la cadena principal durante la digestion):
Las secuencias subrayadas se superponen con los subconjuntos pFUS-X 'y pFUS-Z.

XTN-bbA: NNNNNNNNN se reemplaza con TCTAACATC

XTN-bbC: NNNNNNNNN se reemplaza con TCCCACGAC

XTN-bbG: NNNNNNNNN se reemplaza con AATAATAAC

XTN-bbT: NNNNNNNNN se reemplaza con TCTAATGGG
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PFUS-Z se superpone CTGACACCCGAACAGGTGGTCGCCATTGCTNNNNNNNNN

GGAGGACGGCCAGCCTTGGAGTCCATCGTAGCCCAATTGTCCAGGCCCGATCCC
GCGTTGGCTGCGTTAACGAATGACCATCTGGTGGCGTTGGCATGTCTTGGTGGAC
GACCCGCGCTCGATGCAGTCAAAAAGGGTCTGCCTCATGCTCCCGCATTGATCAA
AAGAACCAACCGGCGGATTCCCGAGAGAACTTCCCATCGAGTCGCGGGATCCCA
ACTAGTCAAAAGTGAACTGGAGGAGAAGAAATCTGAACTTCGTCATAAATTGAA
ATATGTGCCTCATGAATATATTGAATTAATTGAAATTGCCAGAAATTCCACTCAG
GATAGAATTCTTGAAATGAAGGTAATGGAATTTTTTATGAAAGTTTATGGATATA
GAGGTAAACATTTGGGTGGATCAAGGAAACCGGACGGAGCAATTTATACTGTCG
GATCTCCTATTGATTACGGTGTGATCGTGGATACTAAAGCTTATAGCGGAGGTTA
TAATCTGCCAATTGGCCAAGCAGATGAAATGCAACGATATGTCGAAGAAAATCA
AACACGAAACAAACATATCAACCCTAATGAATGGTGGAAAGTCTATCCATCTTCT
GTAACGGAATTTAAGTTTTTATTTGTGAGTGGTCACTTTAAAGGAAACTACAAAG
CTCAGCTTACACGATTAAATCATATCACTAATTGTAATGGAGCTGTTCTTAGTGT
AGAAGAGCTTTTAATTGGTGGAGAAATGATTAAAGCCGGCACATTAACCTTAGA
GGAAGTCAGACGGAAATTTAATAACGGCGAGATAAACTTTTAAGGGCCCTTCGA
AGGTAAGCCTATCCCTAACCCTCTCCTCGGTCTCGATTCTACGCGTACCGGTCAT
CATCACCATCACCATTGAGTTTAAACCCGCTGATCAGCCTCGACTGTGCCTTCTA
GTTGCCAGCCATCTGTTGTTTGCCCCTCCCCCGTGCCTTCCTTGACCCTGGAAGGT
GCCACTCCCACTGTCCTTTCCTAATAAAATGAGGAAATTGCATCGCATTGTCTGA
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GTAGGTGTCATTCTATTCTGGGGGGTGGGGTGGGGCAGGACAGCAAGGGGGAGG
ATTGGGAAGACAATAGCAGGCATGCTGGGGATGCGGTGGGCTCTATGGCTTCTG
AGGCGGAAAGAACCAGCTGGGGCTCTAGGGGGTATCCCCACGCGCCCTGTAGCG
GCGCATTAAGCGCGGCGGGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTG
CCAGCGCCCTAGCGCCCGCTCCTTTCGCTTTCTTCCCTTCCTTTCTCGCCACGTTC
GCCGGCTTTCCCCGTCAAGCTCTAAATCGGGGCATCCCTTTAGGGTTCCGATTTA
GTGCTTTACGGCACCTCGACCCCAAAAAACTTGATTAGGGTGATGGTTCACGTAG
TGGGCCATCGCCCTGATAGACGGTTTTTCGCCCTTTGACGTTGGAGTCCACGTTCT
TTAATAGTGGACTCTTGTTCCAAACTGGAACAACACTCAACCCTATCTCGGTCTA
TTCTTTTGATTTATAAGGGATTTTGGGGATTTCGGCCTATTGGTTAAAAAATGAG
CTGATTTAACAAAAATTTAACGCGAATTAATTCTGTGGAATGTGTGTCAGTTAGG
GTGTGGAAAGTCCCCAGGCTCCCCAGGCAGGCAGAAGTATGCAAAGCATGCATC
TCAATTAGTCAGCAACCAGGTGTGGAAAGTCCCCAGGCTCCCCAGCAGGCAGAA
GTATGCAAAGCATGCATCTCAATTAGTCAGCAACCATAGTCCCGCCCCTAACTCC
GCCCATCCCGCCCCTAACTCCGCCCAGTTCCGCCCATTCTCCGCCCCATGGCTGA
CTAATTTTTTTTATTTATGCAGAGGCCGAGGCCGCCTCTGCCTCTGAGCTATTCCA
GAAGTAGTGAGGAGGCTTTTITTGGAGGCCTAGGCTTTTGCAAAAAGCTCCCGGG
AGCTTGTATATCCATTTTCGGATCTGATCAGCACGTGTTGACAATTAATCATCGG
CATAGTATATCGGCATAGTATAATACGACAAGGTGAGGAACTAAACCATGGCCA
AGCCTTTGTCTCAAGAAGAATCCACCCTCATTGAAAGAGCAACGGCTACAATCA
ACAGCATCCCCATCTCTGAAGACTACAGCGTCGCCAGCGCAGCTCTCTCTAGCGA
CGGCCGCATCTTCACTGGTGTCAATGTATATCATTTTACTGGGGGACCTTGTGCA
GAACTCGTGGTGCTGGGCACTGCTGCTGCTGCGGCAGCTGGCAACCTGACTTGTA
TCGTCGCGATCGGAAATGAGAACAGGGGCATCTTGAGCCCCTGCGGACGGTGTC
GACAGGTGCTTCTCGATCTGCATCCTGGGATCAAAGCGATAGTGAAGGACAGTG
ATGGACAGCCGACGGCAGTTGGGATTCGTGAATTGCTGCCCTCTGGTTATGTGTG
GGAGGGCTAAGCACTTCGTGGCCGAGGAGCAGGACTGACACGTGCTACGAGATT
TCGATTCCACCGCCGCCTTCTATGAAAGGTTGGGCTTCGGAATCGTTTTCCGGGA
CGCCGGCTGGATGATCCTCCAGCGCGGGGATCTCATGCTGGAGTTCTTCGCCCAC
CCCAACTTGTTTATTGCAGCTTATAATGGTTACAAATAAAGCAATAGCATCACAA
ATTTCACAAATAAAGCATTTTTTTCACTGCATTCTAGTTGTGGTTTGTCCAAACTC
ATCAATGTATCTTATCATGTCTGTATACCGTCGACCTCTAGCTAGAGCTTGGCGT
AATCATGGTCATAGCTGTTTCCTGTGTGAAATTGTTATCCGCTCACAATTCCACAC
AACATACGAGCCGGAAGCATAAAGTGTAAAGCCTGGGGTGCCTAATGAGTGAGC
TAACTCACATTAATTGCGTTGCGCTCACTGCCCGCTTTCCAGTCGGGAAACCTGT
CGTGCCAGCTGCATTAATGAATCGGCCAACGCGCGGGGAGAGGCGGTTTGCGTA
TTGGGCGCTCTTCCGCTTCCTCGCTCACTGACTCGCTGCGCTCGGTCGTTCGGCTG
CGGCGAGCGGTATCAGCTCACTCAAAGGCGGTAATACGGTTATCCACAGAATCA
GGGGATAACGCAGGAAAGAACATGTGAGCAAAAGGCCAGCAAAAGGCCAGGAA
CCGTAAAAAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTTTCCATAGGCTCCGCCCCCCTGACGAG
CATCACAAAAATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAACCCGACAGGACTATAA
AGATACCAGGCGTTTCCCCCTGGAAGCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCGACCC
TGCCGCTTACCGGATACCTGTCCGCCTTTCTCCCTTCGGGAAGCGTGGCGCTTTCT
CAATGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGTTCGGTGTAGGTCGTTCGCTCCAAGCTGG
GCTGTGTGCACGAACCCCCCGTTCAGCCCGACCGCTGCGCCTTATCCGGTAACTA
TCGTCTTGAGTCCAACCCGGTAAGACACGACTTATCGCCACTGGCAGCAGCCACT
GGTAACAGGATTAGCAGAGCGAGGTATGTAGGCGGTGCTACAGAGTTCTTGAAG
TGGTGGCCTAACTACGGCTACACTAGAAGGACAGTATTTGGTATCTGCGCTCTGC
TGAAGCCAGTTACCTTCGGAAAAAGAGTTGGTAGCTCTTGATCCGGCAAACAAA
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CCACCGCTGGTAGCGGTGGTTTTTTTGTTTGCAAGCAGCAGATTACGCGCAGAAA
AAAAGGATCTCAAGAAGATCCTTTGATCTTTTCTACGGGGTCTGACGCTCAGTGG
AACGAAAACTCACGTTAAGGGATTTTGGTCATGAGATTATCAAAAAGGATCTTC
ACCTAGATCCTTTTAAATTAAAAATGAAGTTTTAAATCAATCTAAAGTATATATG
AGTAAACTTGGTCTGACAGTTACCAATGCTTAATCAGTGAGGCACCTATCTCAGC
GATCTGTCTATTTCGTTCATCCATAGTTGCCTGACTCCCCGTCGTGTAGATAACTA
CGATACGGGAGGGCTTACCATCTGGCCCCAGTGCTGCAATGATACCGCGAGACC
CACGCTCACCGGCTCCAGATTTATCAGCAATAAACCAGCCAGCCGGAAGGGCCG
AGCGCAGAAGTGGTCCTGCAACTTTATCCGCCTCCATCCAGTCTATTAATTGTTG
CCGGGAAGCTAGAGTAAGTAGTTCGCCAGTTAATAGTTTGCGCAACGTTGTTGCC
ATTGCTACAGGCATCGTGGTGTCACGCTCGTCGTTTGGTATGGCTTCATTCAGCTC
CGGTTCCCAACGATCAAGGCGAGTTACATGATCCCCCATGTTGTGCAAAAAAGC
GGTTAGCTCCTTCGGTCCTCCGATCGTTGTCAGAAGTAAGTTGGCCGCAGTGTTA
TCACTCATGGTTATGGCAGCACTGCATAATTCTCTTACTGTCATGCCATCCGTAA
GATGCTTTTCTGTGACTGGTGAGTACTCAACCAAGTCATTCTGAGAATAGTGTAT
GCGGCGACCGAGTTGCTCTTGCCCGGCGTCAATACGGGATAATACCGCGCCACA
TAGCAGAACTTTAAAAGTGCTCATCATTGGAAAACGTTCTTCGGGGCGAAAACTC
TCAAGGATCTTACCGCTGTTGAGATCCAGTTCGATGTAACCCACTCGTGCACCCA
ACTGATCTTCAGCATCTTTTACTTTCACCAGCGTTTCTGGGTGAGCAAAAACAGG
AAGGCAAAATGCCGCAAAAAAGGGAATAAGGGCGACACGGAAATGTTGAATAC
TCATACTCTTCCTTTTTCAATATTATTGAAGCATTTATCAGGGTTATTGTCTCATG
AGCGGATACATATTTGAATGTATTTAGAAAAATAAACAAATAGGGGTTCCGCGC
ACATTTCCCCGAAAAGTGCCACCTGACGTC
GACGGATCGGGAGATCTCCCGATCCCCTATGGTCGACTCTCAGTACAATCTGCTC
TGATGCCGCATAGTTAAGCCAGTATCTGCTCCCTGCTTGTGTGTTGGAGGTCGCT
GAGTAGTGCGCGAGCAAAATTTAAGCTACAACAAGGCAAGGCTTGACCGACAAT
TGCATGAAGAATCTGCTTAGGGTTAGGCGTTTTGCGCTGCTTCGCGATGTACGGG
CCAGATATACGCGTTGACATTGATTATTGACTAGTTATTAATAGTAATCAATTAC
GGGGTCATTAGTTCATAGCCCATATATGGAGTTCCGCGTTACATAACTTACGGTA
AATGGCCCGCCTGGCTGACCGCCCAACGACCCCCGCCCATTGACGTCAATAATG
ACGTATGTTCCCATAGTAACGCCAATAGGGACTTTCCATTGACGTCAATGGGTGG
AgTATTTACGGTAAACTGCCCACTTGGCAGTACATCAAGTGTATCATATGCCAAG
TACGCCCCCTATTGACGTCAATGACGGTAAATGGCCCGCCTGGCATTATGCCCAG
TACATGACCTTATGGGACTTTCCTACTTGGCAGTACATCTACGTATTAGTCATCGC
TATTACCATGGTGATGCGGTTTTGGCAGTACATCAATGGGCGTGGATAGCGGTTT
GACTCACGGGGATTTCCAAGTCTCCACCCCATTGACGTCAATGGGAGTTTGTTTT
GGCACCAAAATCAACGGGACTTTCCAAAATGTCGTAACAACTCCGCCCCATTGA
CGCAAATGGGCGGTAGGCGTGTACGGTGGGAGGTCTATATAAGCAGAGCTCTCT
GGCTAACTAGAGAACCCACTGCTTACTGGCTTATCGAAATTAATACGACTCACTA
TAGGGAGACCCAAGCTGGCTAGCACCATGGACTACAAAGACCATGACGGTGATT
ATAAAGATCATGACATCGATTACAAGGATGACGATGACAAGATGGCCCCCAAGA
AGAAGAGGAAGGTGGGCATTCACCGCGGGGTACCTATGGTGGACTTGAGGACAC
TCGGTTATTCGCAACAGCAACAGGAGAAAATCAAGCCTAAGGTCAGGAGCACCG
TCGCGCAACACCACGAGGCGCTTGTGGGGCATGGCTTCACTCATGCGCATATTGT
CGCGCTTTCACAGCACCCTGCGGCGCTTGGGACGGTGGCTGTCAAATACCAAGAT
ATGATTGCGGCCCTGCCCGAAGCCACGCACGAGGCAATTGTAGGGGTCGGTAAA
CAGTGGTCGGGAGCGCGAGCACTTGAGGCGCTGCTGACTGTGGCGGGTGAGCTT
AGGGGGCCTCCGCTCCAGCTCGACACCGGGCAGCTGCTGAAGATCGCGAAGAGA

GGGGGAGTAACAGCGGTAGAGGCAGTGCACGCCTGGCGCAATGCGCTCACCGGG
GCCCCCTTGAAC pFUS-X se superpone

Fragmentos de pRVD flanqueados por BamHI y Xbal (gen sintetizado, BamHI-EBE-Xbal):

gXTN-1C:
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TCTAGAGGTCTCATTGACCCCAGACCAGGTAGTCGCAATCGCGTCAcatgacGGGGG
AAAGCAAGCCCTGGAAACCGTGCAAAGGTTGTTGCCGGTCCTTTGTCAAGACCA
CGGCAGAGACCGGATCC

gXTN-2C:

TCTAGAGGTCTCACGGCctgactcccgatcaagttgtagegattgegtcgCATGACggagggaaacaageattg
gagactgtccaacggctectteecgtgttgtgtcaageccacggAGAGACCGGATCC

gXTN-3C:

TCTAGAGGTCTCAacggtTTGACGCCTGCACAAGTGGTCGCCATCGCCAGCcatgatGG
CGGTAAGCAGGCGCTGGAAACAGTACAGCGCCTGCTGCCTGTACTGTGCCAGGA
TCATGAGAGACCGGATCC

gXTN-4C:

:FCTAGAGGTCTCACATGGActgaccccagaccaggtagtcgcaatcgcgtcacATGACg gggeaaageaag
ccctggaaaccgtgcaaaggttgttgccggtectttgtcaagaccacAGAGACCGGATCC
gXTN-5C:

TCTAGAGGTCTCAccacggcCTGACCCCAGACCAGGTAGTCGCAATCGCGTCAcatgac
GGGGGAAAGCAAGCCCTGGAAACCGTGCAAAGGTTGTTGCCGGTCCTTTGTCAA
GACCAAGAGACCGGATCC

gXTN-6C:

TCTAGAGGTCTCAACCACGGCctgactcccgatcaagttgtagegattgcgtcegCATGACggagggaaaca
agcattggagactgtccaacggctecttecegtgttgtgtcaagcecc AGAGACCGGATCC

gXTN-7C:

TCTAGAGGTCTCAgcccacggt TTGACGCCTGCACAAGTGGTCGCCATCGCCAGCCAT
GATGGCGGTAAGCAGGCGCTGGAAACAGTACAGCGCCTGCTGCCTGTACTGTGC
CAGGATAGAGACCGGATCC

gXTN-8C:

TCTAGAGGTCTCAGGATCATGGACctgaccccagaccaggtagtcgeaatcgegteacatgacgggggaaage
aagccctggaaaccgtgeaaaggttgttgccggtectttgtcaaga AGAGACCGGATCC

gXTN-9C:

TCTAGAGGTCTCAaagaccacggcCTGACCCCAGACCAGGTAGTCGCAATCGCGTCAca
tgacGGGGGAAAGCAAGCCCTGGAAACCGTGCAAAGGTTGTTGCCGGTCCTTTGTC
AAGAGAGACCGGATCC

gXTN-10C:

:FCTAGAGGTCTCACAAGACCACGGCctgactcccgatcaagttgtagcg attgcgtcgeatgacggagggaa
acaagcattggagactgtccaacggctecttecegtgttgtgtcaageccaTggAAGAGACCGGATCC

gXTN-1T:

TCTAGAGGTCTCATTGACCCCAGACCAGGTAGTCGCAATCGCGTCAAACGGAGG
GGGAAAGCAAGCCCTGGAAACCGTGCAAAGGTTGTTGCCGGTCCTTTGTCAAGA
CCACGGCAGAGACCGGATCC

gXTN-2T:

TCTAGAGGTCTCACGGCctgacteecgatcaagttgtagegattgegtcgAACGGTggagggaaacaageattg
gagactgtccaacggctecttecegtgttgtgtcaagecccacggAGAGACCGGATCC
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gXTN-3T:

TCTAGAGGTCTCAacggtTTGACGCCTGCACAAGTGGTCGCCATCGCCTCGAATGGC
GGCGGTAAGCAGGCGCTGGAAACAGTACAGCGCCTGCTGCCTGTACTGTGCCAG
GATCATGAGAGACCGGATCC

gXTN-4T:

TCTAGAGGTCTCACATGGActgaccccagaccaggtagtcgcaatcgcgtcaaacggagg gggaaageaagecc
tggaaaccgtgcaaaggttgttgccggtectttgtcaagaccacAGAGACCGGATCC

gXTN-5T:

TCTAGAGGTCTCAccacggcCTGACCCCAGACCAGGTAGTCGCAATCGCGTCAaacgga
GGGGGAAAGCAAGCCCTGGAAACCGTGCAAAGGTTGTTGCCGGTCCTTTGTCAA
GACCAAGAGACCGGATCC

gXTN-6T:

TCTAGAGGTCTCAACCACGGCctgactcccgatcaagttgtagegattgegtcg AACGGTggagggaaaca
agcattggagactgtccaacggctecttecegtgttgtgtcaagecc AGAGACCGGATCC

gXTN-7T:

:FCTAGAGGTCTCAgcccacggtTTGACGCCTGCACAAGTGGTCGCCATCGCCAGCaatgg
cGGCGGTAAGCAGGCGCTGGAAACAGTACAGCGCCTGCTGCCTGTACTGTGCCA
GGATAGAGACCGGATCC

gXTN-8T:

TCTAGAGGTCTCAGGATCATGGACctgaccecagaccaggtagtcgeaatcgegtcaAACGGA ggggga
aagcaagccctggaaaccgtgeaaaggttgttgeeggtectttgtcaaga AGAGACCGGATCC

gXTN-9T:

TCTAGAGGTCTCAaagaccacggcCTGACCCCAGACCAGGTAGTCGCAATCGCGTCAA
ACGGAGGGGGAAAGCAAGCCCTGGAAACCGTGCAAAGGTTGTTGCCGGTCCTTT
GTCAAGAGAGACCGGATCC

gXTN-10T:
TCTAGAGGTCTCACAAGACCACGGCctgactcccgatcaagttgtagegattgegtecaacggtggagggaa

acaagcattggagactgtccaacggctecttecegtgttgtgtcaageccaTggAAGAGACCGGATCC
gXTN-1A:

TCTAGAGGTCTCATTGACCCCAGACCAGGTAGTCGCAATCGCGTCAaacattGGGGG
AAAGCAAGCCCTGGAAACCGTGCAAAGGTTGTTGCCGGTCCTTTGTCAAGACCA
CGGCAGAGACCGGATCC

gXTN-2A:

TCTAGAGGTCTCACGGCctgactcccgatcaagttgtagegattgcgtcgaacattggagggaaacaageattggaga
ctgtccaacggetectteecgtgttgtgtcaageccacgg AGAGACCGGATCC

gXTN-3A:

TCTAGAGGTCTCAacggtTTGACGCCTGCACAAGTGGTCGCCATCGCCAGCaatattGG
CGGTAAGCAGGCGCTGGAAACAGTACAGCGCCTGCTGCCTGTACTGTGCCAGGA
TCATGAGAGACCGGATCC
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gXTN-4A:

:FCTAGAGGTCTCACATGGActgaccccagaccaggtagtc gcaatcgegtcaAACATTgggggaaagcaag
ccectggaaaccgtgeaaaggttgttgecggteetttgtcaagaccacAGAGACCGGATCC

gXTN-5A:

TCTAGAGGTCTCAccacggeCTGACCCCAGACCAGGTAGTCGCAATCGCGTCGAACA
TTGGGGGAAAGCAAGCCCTGGAAACCGTGCAAAGGTTGTTGCCGGTCCTTTGTC
AAGACCAAGAGACCGGATCC

gXTN-6A:

:FCTAGAGGTCTCAACCAtGGCctgactcccgatcaagttgta gcgattgcgtecgaacattggagggaaacaageatt
ggagactgtccaacggctecttceegtgttgtetcaagcccAGAGACCGGATCC

gXTN-7A:

TCTAGAGGTCTCAgcccacggtTTGACGCCTGCACAAGTGGTCGCCATCGCCTCCAAT
ATTGGCGGTAAGCAGGCGCTGGAAACAGTACAGCGCCTGCTGCCTGTACTGTGC
CAGGATAGAGACCGGATCC

gXTN-8A:

TCTAGAGGTCTCAGGATCATGGACctgaccccagaccaggtagtegeaatcgegtegaacattgggggaaage
aagccctggaaaccgtgcaaaggttgttgecggtectttgtcaaga AGAGACCGGATCC

gXTN-9A:

TCTAGAGGTCTCAaagaccac g2ecCTGACCCCAGACCAGGTAGTCGCAATCGCGTCGA
ACATTGGGGGAAAGCAAGCCCTGGAAACCGTGCAAAGGTTGTTGCCGGTCCTTT
GTCAAGAGAGACCGGATCC

gXTN-10A:

"_FCTAGAGGTCTCACAAGACCACGGCCtgactcccgatcaagttgtagcgattgcgtchACATngagg
gaaacaagcattggagactgtccaacggetecttcecgtgttgtgtcaageccaTggAAGAGACCGGATCC

gXTN-1G:

TCTAGAGGTCTCATTGACCCCAGACCAGGTAGTCGCAATCGCGaacaataatGGGGGA
AAGCAAGCCCTGGAAACCGTGCAAAGGTTGTTGCCGGTCCTTTGTCAAGACCAC
GGCAGAGACCGGATCC

gXTN-2G:

TCTAGAGGTCTCACGGCctgactcccgatcaagttgtagegattgegaataacaatggagggaaacaageattggag
actgtccaacggctecttecegtgttgtgtcaageccacgg AGAGACCGGATCC

gXTN-3G:

TCTAGAGGTCTCAacggtTTGACGCCTGCACAAGTGGTCGCCATCGCCAACAACAA
CGGCGGTAAGCAGGCGCTGGAAACAGTACAGCGCCTGCTGCCTGTACTGTGCCA
GGATCATGAGAGACCGGATCC

gXTN-4G:

TCTAGAGGTCTCACATGGActgaccccagaccaggtagtcgcaatcgcgaacaataatgg gggaaagcaagecct
ggaaaccgtgcaaaggttgttgccggtectttgtcaagaccacAGAGACCGGATCC
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gXTN-5G:

TCTAGAGGTCTCAccacggcCTGACCCCAGACCAGGTAGTCGCAATCGCGAACAATA
ATGGGGGAAAGCAAGCCCTGGAAACCGTGCAAAGGTTGTTGCCGGTCCTTTGTC
AAGACCAAGAGACCGGATCC

gXTN-6G:

TCTAGAGGTCTCAACCAtGGCctgactcccgatcaagttgtagegattgegaataacaatggagggaaacaageat
tggagactgtccaacggcteettecegtgttgtgtcaagccc AGAGACCGGATCC

gXTN-7G:

TCTAGAGGTCTCAgcecacggt TTGACGCCTGCACAAGTGGTCGCCATCGCCAACAAC
AACGGCGGTAAGCAGGCGCTGGAAACAGTACAGCGCCTGCTGCCTGTACTGTGC
CAGGATAGAGACCGGATCC

gXTN-8G:

TCTAGAGGTCTCAGGATCATGGACctgaccccagaccaggtagtcgcaatcgegaacaataatgggggaaage
aagccctggaaaccgtgeaaaggttgttgccggtectttgtcaaga AGAGACCGGATCC

gXTN-9G:

TCTAGAGGTCTCAaagaccacggcCTGACCCCAGACCAGGTAGTCGCAATCGCGAACA
ATAATGGGGGAAAGCAAGCCCTGGAAACCGTGCAAAGGTTGTTGCCGGTCCTTT
GTCAAGAGAGACCGGATCC

gXTN-10G:

TCTAGAGGTCTCACAAGACCACGGCctgactcccgatcaagttgtagegattgegaataacaatggagggaaa
caagcattggagactgtccaacggcetectteecgtgttgtgtcaageecaTgg AAGAGACCGGATCC

Fragmentos de pFUS flanqueados por Sbfl y Sacl (gen sintetizado, Sbfl-pFUS-Sacl)
pFUS-X:

(Sbf)CCTGCAGGTCGACCGTCTCAGAACTTGAAGAGACCGTACGTGATCGTGGTC
TCATgeaTTGAAGAGACG GGTACCGAGCTC(Sacl)

pFUS-Z1:

CCTGCAGGTCGACCGTCTCATTGAAGAGACCGTACTGgatcgtGGTCTCACGGCotgaA
GAGACGGGTACCGAGCTC

pFUS-Z2:

CCTGCAGGTCGACCGTCTCATTGAAGAGACCGTACTGgatcgtGGTCTCAacggtctgaA
GAGACGGGTACCGAGCTC

pFUS-Z3:

CCTGCAGGTCGACCGTCTCATTGAAGAGACCGTACTGgatcgtGGTCTCACATGGACct
2aAGAGACGGGTACCGAGCTC

pFUS-Z4:

CCTGCAGGTCGACCGTCTCATTGAAGAGACCGTACTGgatcgtGGTCTCAccacggectga
AGAGACGGGTACCGAGCTC

pFUS-Z5:
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CCTGCAGGTCGACCGTCTCATTGAAGAGACCGTACTGgatcgtGGTCTCAACCACGG
CctgaAGAGACGGGTACCGAGCTC

pFUS-Z6:

CCTGCAGGTCGACCGTCTCATTGAAGAGACCGTACTGgatcthGTCTCAgcccacggtct
2aAGAGACGGGTACCGAGCTC

pFUS-Z7:

CCTGCAGGTCGACCGTCTCATTGAAGAGACCGTACTGgatcgtGGTCTCAGGATCAT
GGActgaAGAGACGGGTACCGAGCTC

pFUS-Z8:

_CCTGCAGGTCGACCGTCTCATTGAAGAGACCGTACTGgatcthGTCTCAaagaccac ggc
ctgaAGAGACGGGTACCGAGCTC

pFUS-Z9:

CCTGCAGGTCGACCGTCTCATTGAAGAGACCGTACTGgatcgtGGTCTCACAAGACC
ACGGCctgaAGAGACGGGTACCGAGCTC

pFUS-Z10:

_CCTGCAGGTCGACCGTCTCATTGAAGAGACCGTACTGgatcthGTCTCAngActgaA
GAGACGGGTACCGAGCTC

Ejemplo 7

EBE consenso de 34aa de metilesterasas y metiliransferasas (nn se reemplaza con RVD relevante): QTTERIVAIGT

nn GGTQALEAVLTALPRVCPGMV

Secuencia de Backiranseq de 34aa QTTERIVAIGT SII GGTQALEAVLTALPRVCPGMV(SH es un RVD no especifico)

CAGACCACCGAGAGGATCGTGGCCATCGGCACCAGCCACGGCGGCACCCAGGCCCTGOAGGCCGTGCTGALCC

GCCCTGCCCAGGGTGTGCCCCGGCATGGTG
EBE de Metilesterasa (14 EBE en la cadena principal de XTN):
Fuente azul: EBE de metilesterasa. Todos con RVD SH no especificos en este ejemplo.

Fuente negra: Cadena principal XTN por FLASH.
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GACGGATCGGGAGATCTCCCGATCCCCTATGGTCGACTCTCAGTACAATCTGCTCTGATGCCGCATAGTTAAG
CCAGTATCTGCTCCCTGCTTGTGTGTTGGAGGTCGCTGAGTAGTGCGCGAGCAAAATTTAAGCTACAACAAGG
CAAGGCTTGACCGACAATTGCATGAAGAATCTGCTTAGGGTTAGGCGTTTTGCGCTGCTTCGCGATGTACGGG
CCAGATATACGCGTTGACATTGATTATTGACTAGTTATTAATAGTAATCAATTACGGGGTCATTAGTTCATAGC
CCATATATGGAGTTCCGCGTTACATAACTTACGGTAAATGGCCCGCCTGGCTGACCGCCCAACGACCCCCGCC
CATTGACGTCAATAATGACGTATGTTCCCATAGTAACGCCAATAGGGACTTTCCATTGACGTCAATGGGTGGA
gTATTTACGGTAAACTGCCCACTTGGCAGTACATCAAGTGTATCATATGCCAAGTACGCCCCCTATTGACGTCA
ATGACGGTAAATGGCCCGCCTGGCATTATGCCCAGTACATGACCTTATGGGACTTTCCTACTTGGCAGTACAT
CTACGTATTAGTCATCGCTATTACCATGGTGATGCGGTTTTGGCAGTACATCAATGGGCGTGGATAGCGGTTTG
ACTCACGGGGATTTCCAAGTCTCCACCCCATTGACGTCAATGGGAGTTTGTTTTGGCACCAAAATCAACGGGA
CTTTCCAAAATGTCGTAACAACTCCGCCCCATTGACGCAAATGGGCGGTAGGCGTGTACGGTGGGAGGTCTAT
ATAAGCAGAGCTCTCTGGCTAACTAGAGAACCCACTGCTTACTGGCTTATCGAAATTAATACGACTCACTATA
GGGAGACCCAAGCTGGCTAGCACCATGGACTACAAAGACCATGACGGTGATTATAAAGATCATGACATCGAT
TACAAGGATGACGATGACAAGATGGCCCCCAAGAAGAAGAGGAAGGTGGGCATTCACCGCGGGGTACCTATG
GTGGACTTGAGGACACTCGGTTATTCGCAACAGCAACAGGAGAAAATCAAGCCTAAGGTCAGGAGCACCGTC
GCGCAACACCACGAGGCGCTTGTGGGGCATGGCTTCACTCATGCGCATATTGTCGCGCTTTCACAGCACCCTG
CGGCGCTTGGGACGGTGGCTGTCAAATACCAAGATATGATTGCGGCCCTGCCCGAAGCCACGCACGAGGCAA
TTGTAGGGGTCGGTAAACAGTGGTCGGGAGCGCGAGCACTTGAGGCGCTGCTGACTGTGGCGGGTGAGCTTA
GGGGGCCTCCGCTCCAGCTCGACACCGGGCAGCTGCTGAAGATCGCGAAGAGAGGGGGAGTAACAGCGGTAG
AGGCAGTGCACGCCTGGCGCAATGCGCTCACCGGGGCCCCCTTGAAC

CAGACCACCGAGAGGATCGTGGCCATCGGCACCAGCCACGGCGGCACCCAGGCCCTGGAGGCCGTGCTGACC
GCCCTGCCCAGGGTGTGCCCCGGCATOGTG
CAGACCACCGAGAGGATCGTGGCCATCGGCACCAGCCACGGCGGCACCCAGGCCCTGGAGGCCGTGCTGACT
GCCCTGCCCAGGGTGTGCCCCGGCATGGTG
CAGACCACCGAGAGGATCGTGGCCATCGGCACCAGCCACGGCGGCACCCAGGCCCTGGAGGCCGTGCTGACC
GCCCTGCCCAGGGTGTGCCCCGGCATGGTG
CAGACCACCGAGAGGATCGTGGCCATCGGCACCAGCCACGGCGOGCACCCAGGCCCTGGAGGCCGTGCTGACC
GCCCTGCCCAGGGTGTGCCCCGGCATGGTG
CAGACCACCGAGAGGATCGTGGCCATCGGCACCAGCCACGGCGGCACCCAGGLCCTGGAGGCCGTGCTGALCT
GCCCTGCCCAGGGTGTGCCCCGGCATGGTG
CAGACCACCGAGAGCATCGTGGCCATCGGCACCAGCCACGGCGOCACCCAGGCCCTGGAGGCCGTGCTGACC
JCCCTGCCCAGGGTGTGCCCCGGCATGGTG
CAGACCACCGAGAGGATCGTGGCCATCGGCACCAGCCACGGCGGCACCCAGGCCCTGGAGGCCGTGCTGACC
GCCCTGCCCAGGGTCTGCCCCGGCATGGTG
CAGACCACCGAGAGGATCGTGGCCATCGGCACCAGCCACGGCGGUACCCAGGCCCTGGAGGCCGTGCTGACC
GCCCTGCCCAGGGTGTGCCCCGGCATGGTG
CAGACCACCGAGAGGATCGTGGCCATCGGCACCAGCCACGGCGGCACCCAGCGCCCTGGAGGCCGTGCTGACC
GCCCTGCCCAGGGTGTGCCCCGGCATGGTG
CAGACCACCGAGAGGATCGTGGCCATCGGCACCAGCCACGGCGGCACCCAGGCCCTGGAGGCCGTGCTGACC
GCCCTGCCCAGGGTGTGCCCCGGCATGGTG
CAGACCACCGAGAGGATCGTGGCCATCGGCACCAGCCACGGCGGCACCCAGGCCCTGGAGGCCGTGCTGACC
GCCCTGCCCAGGGTGTGCCCCGGCATGGTG
CAGACCACCGAGAGGATCGTGGCCATCGGCACCAGCCACGGCGGCACCCAGGCCCTGGAGGCCGTGCTGACC
GCCCTGCCCAGGGTGTGCCCCGGCATGGTG
CAGACCACCGAGAGCGATCGTGGCCATCGGCACCAGCCACGGCGGCACCCAGGCCCTGGAGGCCOGTGCTGACC
GCCCTGCCCAGGGTGTGCCCCGGCATGOGTG
CAGACCACCGAGAGCATCGTGGCCATCGGCACCAGCCACGGUGGCACCCAGGCCCTGGAGGCCGTGCTGALCC
JCCCTGCCCAGGGTGTGCCCCGGCATGGTG
CTGACACCCGAACAGGTGGTCGCCATTGCTAATAATAACGGAGGACGGCCAGCCTTGGAGTCCATCGTAGCCC
AATTGTCCAGGCCCGATCCCGCGTTGGCTGCGTTAACGAATGACCATCTGGTGGCGTTGGCATGTCTTGGTGG
ACGACCCGCGCTCGATGCAGTCAAAAAGGGTCTGCCTCATGCTCCCGCATTGATCAAAAGAACCAACCGGCG

GATTCCCGAGAGAACTTCCCATCGAGTCGCGGGATCCCAACTAGTC
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REIVINDICACIONES

Un polipéptido que comprende

al menos una secuencia de aminoacidos que tiene la secuencia de
LSTEQVVAIASX1Xo2GGKQALEAVKAQLLVLRAAPYE (SEQ ID NO: 1), en donde X1X2 comprende un diresiduo
variable de repeticion (RVD), y en donde el RVD consiste en SI, SN, SH, NP, NH, NT, NK, ND, HN, HY, HD, HH,
RN, RS, NG 0 GS; y

un dominio efector de acido nucleico, en donde el dominio efector de acido nucleico comprende una nucleasa, una
nickasa, un activador de la transcripcion, un represor de la transcripcion, una metiltransferasa, una desacetilasa o
cualquier fragmento funcional de estos.

El polipéptido de conformidad con la reivindicacion 1, en donde el polipéptido comprende, ademas, una segunda
secuencia de aminoacidos que tiene la secuencia de LSTEQVVAIASX1Xo2GGKQALEAVKAQLLVLRAAPYE (SEQ
ID NO: 1), en donde X1X2 comprende un diresiduo variable repetido (RVD), en donde X; es un aminoacido de
origen natural o no natural y en donde Xz es un aminoacido de origen natural o no natural.

El polipéptido de conformidad con la reivindicacion 1 o 2, en donde la al menos una secuencia de aminoacidos y/o
la segunda secuencia de aminoacidos comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 1, la SEQ ID
NO: 2,1a SEQ ID NO: 3, la SEQ ID NO: 4, la SEQ ID NO: 5, la SEQ ID NO: 6, la SEQ ID NO: 7, la SEQ ID NO: 8,
la SEQ ID NO: 9, la SEQ ID NO: 11, la SEQ ID NO: 12, la SEQ ID NO: 13, la SEQ ID NO: 14, la SEQ ID NO: 15,
la SEQ ID NO: 16, la SEQ ID NO: 17, la SEQ ID NO: 18 ola SEQ ID NO: 19.

El polipéptido de conformidad con la reivindicacién 1 o 2, en donde el polipéptido no comprende la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO: 1, la SEQ ID NO: 2, la SEQ ID NO: 3, la SEQ ID NO: 4, la SEQ ID NO: 5, la SEQ
ID NO: 6, la SEQ ID NO: 7, la SEQ ID NO: 8, la SEQ ID NO: 9, la SEQ ID NO: 11, la SEQ ID NO: 12, la SEQ ID
NO: 13, la SEQ ID NO: 14, la SEQ ID NO: 15, la SEQ ID NO: 16, la SEQ ID NO: 17, la SEQ ID NO: 18 o la SEQ
ID NO: 19.

El polipéptido de conformidad con una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en donde el dominio efector de acido
nucleico comprende una nucleasa.

El polipéptido de conformidad con la reivindicacién 5, en donde la nucleasa es una endonucleasa.

El polipéptido de conformidad con la reivindicacion 6, en donde la endonucleasa comprende una endonucleasa
Fok I.

El polipéptido de conformidad con la reivindicacién 6, en donde la endonucleasa comprende una endonucleasa I-
Scell.

El polipéptido de conformidad con una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en donde el dominio efector de acido
nucleico comprende una nucleasa de dedos de zinc.

Un acido nucleico que codifica una proteina de conformidad con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9.

Un vector que comprende un acido nucleico que codifica una proteina de conformidad con una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 9.

El vector de conformidad con la reivindicacién 11, en donde el vector es un plasmido o una molécula de ARN.
El vector de conformidad con la reivindicacion 11 o 12, en donde el vector es un retrovirus.

El vector de conformidad con la reivindicacion 13, en donde el retrovirus comprende repeticiones terminales largas,
una sefial de empaquetamiento psi, un sitio de clonacion y una secuencia que codifica un marcador seleccionable.

Una célula que comprende una molécula de acido nucleico que codifica una proteina de conformidad con una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, un acido nucleico de conformidad con la reivindicacién 10 o un vector de
conformidad con una cualquiera de las reivindicaciones 11 a 14.

Un kit que comprende: un vector que comprende un acido nucleico que codifica una proteina de conformidad con
una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9.
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